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Zusammenfassung
Effekte des Granulocyte-Colony-Stimulating Factors (G-CSF)

nach Schlaganfall bei alten Ratten
Kai Stocker

Der hématopoetische Wachstumsfaktor G-CSF wurde schon in vorherigen Studien als
wirksame Option der Schlaganfalltherapie vorgestellt. In Tierversuchen verringerte er die
InfarktgroBe, erhohte die Anzahl neu gebildeter Neurone und verbesserte das funktionelle
Gesamtergebnis.

Diese Studien wurden jedoch ausschlielich bei jungen Tieren durchgefiihrt. Da Schlaganfille
hauptsédchlich alte Menschen treffen, untersuchten wir in unserer Studie die Effekte von G-
CSF nach Schlaganfillen bei alten Ratten.

Das funktionelle Gesamtergebnis wurde anhand von Verhaltenstests wie dem
Schréigflachentest, dem Drehbalkentest und dem Radialarmlabyrinth festgehalten. Mithilfe
einer doppelten Immunfluoreszenzfarbung mit NeuN und BrdU wurden Subventrikulire
Zone, Gyrus Dentatus und Periinfarktareal auf neu gebildete Zellen untersucht und zudem die
Infarktgrof3e bestimmt.

G-CSF hatte in unserer Studie bei alten Ratten in den Tests einen durchgehend positiven
Effekt auf die motorische Funktion (Drehbalkentest, Schrigflichentest) und das
Arbeitsgeddchtnis (Radialarmlabyrinth). Diese nutzbringenden Effekte waren mit Ausnahme
des Drehbalkentests temporér auf die Behandlungsphase begrenzt. Die Infarktgrofle war nicht
signifikant verdndert. Auf zelluldrer Ebene fanden wir allgemein einen signifikanten Anstieg
neugeborener Zellen in der Subventrikuldren Zone (SVZ) und dem Gyrus Dentatus als auch
einen Anstieg neugeborener Neurone in der SVZ der Infarkthemisphére. Auffallend war
zudem eine signifikante Senkung der Mortalitit.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass G-CSF bei Schlaganfillen alter Ratten einen
nutzbringenden Effekt auf das Gesamtergebnis hat, welcher wahrscheinlich durch
unterstiitzende zelluldre Prozesse wie Neurogenese zu erkldren ist.

Die Arbeit wurde am 25.11. vom Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt (Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-
1.1-052/08).

Tag der miindlichen Priifung: 05.12.2011
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Einleitung

1 Einleitung

In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass der hdmatopoetische Wachstumsfaktor G-CSF
(Granulocyte-Colony-Stimulating Factor, iibersetzt ,,Granulozyten-Kolonie-stimulierender
Faktor‘) nach diversen experimentellen Schlaganfalltypen die Infarktgrof3e verringert und das
funktionelle Endergebnis verbessert (Shyu et al. 2004, Lee et al. 2005, Xiao et al. 2007, Han
et al. 2008). Unter ischdmischen Bedingungen verhindert G-CSF den programmierten
neuronalen Zelltod (Komine-Kobayashi et al. 2006) und stimuliert die Differenzierung
neuronaler Vorlduferzellen. Nach aktuellem Stand der Wissenschaft sind diese und andere
Mechanismen, einschlieflich der Immunmodulation und der BlutgefdBplastizitét, fiir die
Verringerung der Infarktgrofe und die Verbesserung des funktionellen Endergebnisses nach
experimentellen Schlaganfillen bei adulten Nagetieren verantwortlich (Minnerup et al. 2008,
Piao et al. 2009).

Die umfassende préaklinische Beweislage der Effektivitit von G-CSF in Schlaganfallstudien
wird anhand der engen Ausrichtung nach den STAIR-Empfehlungen (STAIR 1999) deutlich.
Diese stellen vom Stroke Therapy Academic Industry Roundtable 1999 erstellte Vorschlige
zur besseren Ubertragung von priklinischen auf klinische Studien dar. Zusammengefasste

allgemeine Anforderungen sind:

Erstellung passender Dosis-Wirkungs-Kurven
Definierung des genauen Zeitfensters fiir die Behandlung

Zuerst Durchfiihrung permanenter, spater transienter Ischdamiemodelle

A

Zuerst Studien an Ratten, spéter an Katzen und Primaten, schlussendlich grof3ere

klinische Studien

N

Stidndige Kontrolle und Auswertung der physiologischen Parameter

6. Erfassung von Kurz- und Langzeitergebnisse, sowohl histologisch als auch funktionell

G-CSF wird momentan als eines der praklinisch am Besten untersuchten Schlaganfallmittel
angesehen, die in den letzten Jahren in die klinische Erprobung iibertragen wurden (Philip et
al. 2009). Eine mogliche Schwiéche des préklinischen Datenmaterials liegt jedoch in den
fehlenden Nachweisen bei alten Tieren, obwohl Schlaganfille iiberwiegend im Alter auftreten
(Barnett 2002, D'Agostino et al. 1994). Es ist ein generelles Problem in der
Schlaganfallforschung, dass aufgrund von Kosteneffektivitit und Praktikabilitit die meisten

1
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Studien an jungen Tieren durchgefiihrt werden. Der mangelnde Erfolg vieler neuroprotektiver
Substanzen in klinischen Studien trotz vorheriger Erfolge in tierexperimentellen
Untersuchungen konnte zumindest teilweise durch fehlende Ergebnisse priklinischer Arbeiten
bei alten Individuen erklart werden (Wang et al. 1995). Das alte Gehirn zeigt im Vergleich
zum jungen Gehirn eine erhohte Anfilligkeit fiir zerebrale Ischdmien und bietet nur eine
begrenzte Erholungskapazitit von diesen ischdmischen Schiden (Popa-Wagner et al. 1998,
Badan et al. 2003, Rosen et al. 2005, Buchhold et al. 2007, Popa-Wagner et al. 2007). Vor
diesem Hintergrund haben wir somit die Therapieeffekte von G-CSF auf Mortalitit,

neurologische Funktion, Infarktvolumen und Neurogenese bei alten Tieren untersucht.
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2 Grundlagen

2.1 Der Schlaganfall

Ein Schlaganfall, auch akuter zerebraler Insult, Hirninsult oder Apoplex genannt, stellt ein
akutes fokales neurologisches Defizit aufgrund einer umschriebenen Durchblutungsstérung
des Gehirns dar. Sofern die Symptome weniger als 24 Stunden bestehen, spricht man von
einer transitorischen ischdmischen Attacke (TIA). Das Risiko nach einer TIA in der nahen
Folgezeit einen vollendeten Schlaganfall zu erleben ist hierbei deutlich erhoht.
Epidemiologisch kommt dem Schlaganfall mit einer Inzidenz von 182/100 000 Einwohner
und einer Gesamtzahl der Schlaganfille einschlieBlich Rezidive von etwa 170 000 bis 250
000 (Kolominsky-Rabas und Heuschmann 2002) pro Jahr in Deutschland eine immense
Bedeutung zu. Etwa 80 000 mit Schlaganfillen assoziierte Todesfdlle 2003 und somit 10%
der Gesamttodesfille lassen den akuten zerebralen Insult auf Platz 3 der Todesursachen
rangieren (Statistisches Bundesamt 2005), weltweit mittlerweile sogar auf Platz 2 (Lopez et
al. 2006). Von den 80% der Patienten, welche den Schlaganfall nach vier Wochen {iberleben,
ist ein Drittel zudem dauernd pflegebediirftig und ein weiteres Drittel behdlt trotz
Selbststandigkeit eine Behinderung. Daraus ergibt sich, dass der Schlaganfall schon jetzt in
Deutschland die Hauptursache fiir permanente Behinderungen darstellt. Das
Durchschnittsalter fiir einen zerebralen ischdmischen Insult liegt bei Ménnern bei 70, bei
Frauen bei 75 Jahren und stellt einen wichtigen Risikofaktor zur Entstehung eines
Schlaganfalls dar (Kolominsky-Rabas und Heuschmann 2002). Die auf eine Lebensdauer
berechneten Gesamtkosten pro Fall beliefen sich 2006 auf etwa 43 000 Euro (Kolominsky-
Rabas et al. 2006). Durch den Anstieg des Durchschnittsalters der Bevolkerung droht nun eine
noch schwerwiegendere Okonomische Belastung, welche die Folgen kardiovaskuldrer
Erkrankungen sogar iibertreffen kann (Rothwell et al. 2005). Obwohl Inzidenz und Mortalitit
in den letzten Jahren gesunken sind, steigt die Prdvalenz der Erkrankung weiterhin an. Man
schitzt, dass schon heute etwa eine Million Menschen in Deutschland an den Folgen eines
zerebralen Insults leiden (Wiesner et al. 1999). Experten der WHO sprechen bereits vom
Schlaganfall als der kommenden "Epidemie des 21. Jahrhunderts" (Bonita 1998).

Der Begriff ,,Schlaganfall wurde in einer Zeit geprigt als mangels bildgebender Methoden
nicht zwischen ischdmischem (~85%) und hdmorrhagischem (~15%) Insult unterschieden

werden konnte. Diese Arbeit befasst sich ausschlieSlich mit den ischdmischen Insulten, bei
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denen es durch Obliteration und Stenosierung zerebraler Gefdfle primdr zur Ischdmie des

Versorgungsgebietes kommt

2.2 Risikofaktoren fiir einen Schlaganfall

Die zunehmenden Fallzahlen und die steigenden Folgekosten haben in den letzten Jahren
dazu gefiihrt, dass die Forschung in diesem Bereich betrachtlich zugenommen hat. Ein grofer
Fokus liegt hierbei auf der Entdeckung von Risikofaktoren, um primédr- und
sekundarprophylaktisch gezielter eingreifen zu kdnnen.

Es besteht Konsens dariiber, dass ein Schlaganfall besonders durch kardiovaskuldre
Vorerkrankungen begiinstigt wird. Im Vordergrund steht hier ganz besonders die
Arteriosklerose als Ursprung von Thrombembolien, andere Préadispositionen sind unter
anderem Vorhofflimmern, Vaskulitiden und zerebrale Mikroangiopathien. Mit einem
erhohten Risiko gehen folglich alle Faktoren einher, welche auch eine Arteriosklerose
begiinstigen. Alle Risikofaktoren sind dabei zu unterteilen in beeinflussbare und nicht
beeinflussbare.

Hohes Alter, ménnliches Geschlecht und familidre Disposition stellen unbeeinflussbare
Faktoren dar.

Beeinflussbar zeigen sich demgegeniiber Hauptrisikofaktoren der Zivilisationsgesellschaft
wie Bluthochdruck, Nikotin- und Alkoholkonsum, Hypercholesterindmie (>240 mg/dl),
Adipositas (BMI > 30 kg/m?), Bewegungsmangel und bedingt auch die Entstehung eines
Diabetes Mellitus (Assmann et al. 2007).

Prophylaktisch ~ kommen  hier = Allgemeinmaflnahmen  wie  Gewichtsreduktion,
Erndhrungsumstellung, Raucherentwohnung und regelméBige korperliche Betétigung in
Frage, bei denen vor allem Patientenaufklirung und —motivation durch den Arzt eine
entscheidende Rolle spielen.

Reicht diese Anderung des Lebensstils nicht aus, miissen medikamentdse Therapien zur
Prophylaxe herangezogen werden. Im Vordergrund steht hier die Behandlung der arteriellen
Hypertonie, da die Wahrscheinlichkeit einen Schlaganfall zu erleiden kongruent zur Héhe des
Blutdrucks ansteigt: jéhrlich etwa 10% pro 10 mm Hg Blutdruckanstieg (MacMahon und
Rodgers 1996). Gleichzeitig kann man durch eine medikamentdse Senkung des Blutdrucks
um systolisch 5-6 mm Hg bzw. diastolisch 2-3 mm Hg das Schlaganfallrisiko um 40%
reduzieren (Luders und Schrader 2009).
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Bei bestehender Hypercholesterindmie wird meist auf HMG-COA-Reduktase-Hemmer (sog.
Statine) zuriickgegriffen, bei bestehendem Vorhofflimmern wird anhand des CHADS2-Scores
das individuelle Risikoprofil fiir eine kardiogene Embolie abgeschétzt und darauf basierend
eine orale Antikoagulation oder ASS-Therapie angesetzt (Fitzmaurice 2009). Dieser Score
berechnet sich aus dem Vorliegen einer strukturellen Herzerkrankung und arterieller

Hypertonie, hohem Alter, Diabetes Mellitus und vorherigen Schlaganfillen.

Zudem stellen operative Verfahren vor allem beim arteriosklerotischen Befall grof3er

Hirngefédlle, wie einer hochgradigen Karotisarterienstenose, eine weitere Option dar.

Auch bei optimaler Compliance des Patienten und bestmoglicher medikamentdser Einstellung

kann es dennoch zu einem Schlaganfall mit all seinen Symptomen und Folgen kommen.

2.3 Symptome eines Schlaganfalls

Infolge schlagartig einsetzender Funktionsausfdlle des Gehirns treten klinische Symptome
auf, welche auf den Fokus des Insults schlieBen lassen. Je nach Lokalisation der Okklusion,
Dauer der Ischimie und dem Bestehen von Kollateralkreisldufen konnen diese von leichten
sensiblen Missempfindungen, iiber Gesichtsfeldausfille und Halbseitenldhmung, bis hin zu
Koma und Tod ein breites Spektrum an Folgen haben.

Haufigste Lokalisation fiir einen embolischen Verschluss ist die A. cerebri media (MCA),
welche den Hauptast der A. carotis communis darstellt. Sie versorgt auf ihrer jeweiligen Seite
etwa 80% des Gehirns, hierbei insbesondere Areale welche fiir Motorik und Sensorik der
gegeniiberliegenden Korperhilfte verantwortlich sind. Auf einer Hemisphére versorgt sie
dariiber hinaus das Sprachzentrum, welches meist links liegt.

Bei der in dieser Arbeit untersuchten Obliteration der A. cerebri media rechnet man
zusammenfassend vor allem mit kontralateralen faziobrachiokruralen Hemiparesen und
Hemiplegien, hemisensiblen Defiziten, homonymen Gesichtsfelddefekten und Blickparesen
zur Gegenseite (Mumenthaler 2008a).

Des Weiteren ist in diesem Zusammenhang zur Beurteilung des spidter benutzten
Radialarmlabyrinth (sieche Kap. 3.4.3) anzumerken, dass es durch Schidigung des
Parietallappens auch zur Beeintrachtigung von Orientierung und visuellem Gedéchtnis

kommen kann (Haring 2002).
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2.4 Pathophysiologie des Schlaganfalls

Die Funktion des Gehirns ist flir menschliches Leben unersetzlich. Dies bedarf einer gro3en
Menge Energie, was sich in einem Versorgungsprozentsatz von 15% des
Herzminutenvolumens niederschldgt. Es bestehen diverse Regulationsmechanismen um die
ausreichende Blutversorgung des Gehirns auch unter schwierigsten Bedingungen zu
gewihrleisten, zum Beispiel kompensatorische Hirnarteriolendilatation bei Blutdrucksenkung,
Hyperventilation oder erh6htem intrakraniellen Druck.

Sinkt der Blutdruck im Gehirn dennoch unter einen Schwellenwert (~22 ml/100 g
Hirngewebe/min) (Mumenthaler 2008b), z.B. aufgrund einer Thrombembolie oder eines
systemischen Blutdrucks von unter 70 mm Hg, so besteht in diesen Regionen ein Mangel an
Glukose und Sauerstoff. Es kommt zu einer komplexen Aneinanderreihung pathologischer
Mechanismen (siche Abbildung 1).

Aufgrund der Minderversorgung der Zellen und des damit einhergehenden ATP-Mangels fallt
die Funktion der energiekonsumierenden Na'/K'-Pumpen dieser Zellen reversibel aus. Es
resultiert ein Kaliumaus- bzw. ein Natrium-, Chlorid- und Kalziumeinstrom. Dem
Elektrolyteinstrom folgend dringt extrazelluldre Fliissigkeit in die Zellen ein und verursacht
eine Schwellung der Zellbestandteile, das sogenannte zytotoxische OdeniDirnagl et al.
1999).

Des Weiteren wird durch den Energiemangel die Wiederaufnahme von Glutamat in die
prasynaptische Membran behindert, so dass die glutamatabhingigen Kalziumkanile der
postsynaptischen Membran aktiviert werden und einen massiven Kalziumeinstrom bewirken.
Diese intrazelluldre Kalziumiiberladung stellt einen Knotenpunkt fiir die Aktivierung weiterer
pathologischer Signalwege mit iibermadfiger Transmitterausschiittung dar, der sogenannten
Exzitotoxizitat (Doyle et al. 2008).

Zum einen verstirkt die Kalziumiiberladung den Natriumeinstrom nun noch zusétzlich. Die
Zelle depolarisiert weiter und es 6ffnen sich zusétzliche spannungsabhédngige Kalziumkanile,
wodurch ein Teufelskreis entsteht.

Zum anderen aktiviert Kalzium aber auch verschiedene Enzyme: Calpain zerstort
beispielsweise das Zytoskelett, die NO-Synthetase und bestimmte Phospholipasen bewirken
eine Freisetzung freier Radikale (Chan 2001), Endonukleasen spalten die DNA und Caspase
leitet die Apoptosealso den programmierten Zelltod, ein (Broughton et al. 2009).
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Der Energiemangel hat zudem noch weitere Auswirkungen. Gleichzeitig zu oben genannten
Vorgingen wird bei zerebralen Ischdmien eine inflammatorische Reaktion in Gang gesetzt,
welche in ihrer Gesamtbedeutung noch nicht endgiiltig erforscht ist. Der Entziindung werden
sowohl forderliche, als auch schidliche Effekte auf die neuronale Genesung zugesprochen
(Doyle et al. 2008), worauf in der Diskussion dieser Arbeit eingegangen wird (siche Kap.
5.4).

Letztlich kommt noch hinzu, dass die Zellen durch den ATP-Mangel vermehrt auf den
anaeroben Stoffwechsel zurlickgreifen miissen, welcher saures Laktat als Endprodukt hat. Der

pH-Wert sinkt und es kommt zu einer Azidose.

Die Summe aus Energiemangel, Azidose und freien Radikalen bedingt schlieBlich die

Nekrosealso den unprogrammierten Zelltod.

Vermehrt ausgeschiittete Wachstumsfaktoren leiten im weiteren Verlauf regeneratorische
Umbauprozesse der Ischidmieregionen ein (Hagg 2009). Die Axone der iiberlebenden
Nervenzellen wachsen genauso wieder wie die Synapsen. Auch eine gesteigerte Neubildung
von Blutgefdflen ist fiir die Regeneration wichtig (Beck und Plate 2009). Hinzu kommt, wie
im Kapitel 2.8 gezeigt, die Neubildung ganz neuer Neurone, welche fiir die Interpretation der
Wirkung von G-CSF eine besondere Bedeutung hat und unter anderem in der vorliegenden
Arbeit ndher untersucht wird. Je nach Ischdmiedauer und —intensitit kann der entstandene

Schaden eines Schlaganfalls dadurch teilweise kompensiert werden.

Wichtig ist in diesem Zusammenhang die Unterscheidung zwischen Infarktzone und
ischdmischer Randzone, genannt Penumbra:

In der Infarktzone wird die Durchblutungsschwelle bzw. Infarktschwelle von 8-10 ml/100 g
Hirngewebe/min unterschritten. Die Zellen werden irreversibel geschadigt und es entwickelt
sich eine Nekrose. Das daran grenzende Gewebe, die Penumbra, ist zwar minderdurchblutet
(10-20 ml/100 g Hirngewebe/min), seine Funktion jedoch reversibel wieder herstellbar sofern
eine Rezirkulation stattfindet (Dirnagl et al. 1999). Bei Ausbleiben der neuerlichen
Blutversorgung leiten die Zellen vornehmlich die Apoptose ein. Auf der Rettung dieses

Bereichs sollte der therapeutische Fokus liegen.
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Abb. 1 - Die pathologische Kaskade des Schlaganfallgeschehens (Rogalewski und
Schiibitz 2008)

2.5 Aktuelle Schlaganfalltherapie

Durch die Entdeckung der Thrombolyse mittels rekombinantem Gewebsplasminogen-

Aktivator (recombinant tissue plasminogen activator, rt-PA) gibt es eine ursidchliche
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Behandlungsmoglichkeit. Sofern Kontraindikationen ausgeschlossen sind, zum Beispiel eine
Hirnblutung mittels CT- oder MRT-Diagnostik, ist eine systemische intravendse Thrombolyse
innerhalb der ersten 4,5 Stunden nach Symptombeginn durchzufiihren (Hacke et al. 2008).
Um einen maximalen Therapieerfolg zu erreichen sollte die Thrombolyse in einem
anerkannten Schlaganfallzentrum bzw. einer ,,Stroke Unit” durchgefiihrt werden
(Heuschmann et al. 2003).

Bis zu sechs Stunden nach dem Ereignis sollte an Schlaganfallzentren auch eine selektive
intraarterielle Thrombolyse erwogen werden. Die Wahrscheinlichkeit einer bleibenden
Behinderung wird durch beide Verfahren gesenkt, die Mortalitit bleibt jedoch unbeeinflusst
(NINDS 1995).

Ein bereits angesprochener Nachteil der bisherigen Akuttherapien besteht in dem schmalen
Zeitfenster der Medikamentengabe von hochstens 4,5 Stunden nach dem Insult (Grotta 1999).
Zum einen konzentrieren sich die aktuellen Forschungen deshalb darauf, die Patienten
schneller ins Krankenhaus zu transportieren und die sogenannte ,,Door-To-Needle-Time* im
Krankenhaus selbst zu minimieren. Als ,,Door-To-Needle-Time*“ wird damit die Zeit
bezeichnet, welche zwischen Krankenhauseintritt und Beginn der Thrombolyse des Patienten
vergeht.

Zum anderen liegt ein Fokus der Forschung auf der Entwicklung von Therapeutika, welche

ein groBeres Zeitfenster bieten.

Wie bereits dargestellt (siche Kap. 2.4) sind die Vorgdnge wihrend eines Schlaganfalls sehr
komplex und laufen iiber viele verschiedene Signalwege ab. In Fachkreisen wird mittlerweile
davon ausgegangen, dass somit besonders multimodal in das Schlaganfallgeschehen
eingreifende Substanzen mogliche Therapicoptionen darstellen. An dieser Stelle kommt
Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin (EPO), dem Stammzellfaktor (SCF), dem
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulieren Faktor (GM-CSF) und dem in dieser Arbeit
untersuchten G-CSF eine besondere Rolle zu (Sprigg und Bath 2007). Diese wirken nicht
exklusiv auf einen einzigen Baustein der Pathogenese wie beispielsweise rt-PA, sondern
gleichzeitig auf Inflammation, Anti-Apoptose, Angiogenese, Neurogenese und andere
Faktoren (Piao et al. 2009).

Die Neurogenese muss in diesem Zusammenhang hervorgehoben werden, da sie nicht wie
beispielsweise Anti-Apoptose nur den Schaden eines Schlaganfalls begrenzt, sondern

vielmehr die entstandenen Schiden im weiteren Verlauf teilweise kompensieren kann.
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2.6 Geschichte der Neurogeneseforschung

Bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts galt es in Forscherkreisen nach den histologischen
Untersuchungen an Sadugetiergehirnen durch den Neuropathologen Santiago Ramon y Cajal
als anerkanntes Dogma, dass sich Nervenzellen nach der Geburt nicht mehr vermehren
konnen (Ramon y Cayal 1928). Erst Joseph Altman gelang es 1962 mittels
nuklearmedizinischer Verfahren im Gyrus Dentatus und spéter auch im Bulbus Olfaktorius
der Ratte zu zeigen, dass zeitlebens neue Neurone gebildet werden und bewies damit die
sogenannte adulte Neurogenes€Altman 1962, Altman und Das 1965). Uber die nichsten 20
bis 30 Jahre wurde diese Erkenntnis jedoch nicht vollwertig anerkannt. Erst die Erforschung
von 5-Bromodesoxyuridin (BrdU, siehe Kap. 2.7), mit welchem man auch durch einfache
Immunhistochemie neue Zellen nachweisen konnte, brachte die Wissenschaft bedeutend
weiter. In Studien von Kuhn und Kempermann in den 1990er Jahren (Kuhn et al. 1996,
Kempermann et al. 1997) wurde mittels BrdU-Farbung und konfokaler Mikroskopie
Neurogenese bei Nagetieren quantitativ und qualitativ untersucht. 1998 wiesen Eriksson et al.
dann auch adulte Neurogenese bei Menschen bis zu einem Alter von 72 Jahren nach (Eriksson

et al. 1998).

2.7 BrdU (5-Bromo-2-Desoxyuridin)

Das Thymidinanalogon 5-Bromo-2-Desoxyuridin, kurz BrdU, hat sich seit seiner Einfiihrung
als Goldstandard zum Nachweis neugeborener Zellen etabliert. Es eignet sich gut, um
innerhalb eines definierten Zeitraums neugeborene Zellen zu markieren. Nach der Injektion
baut sich BrdU wihrend einer Zellteilung in der DNA-Synthesephase (S-Phase) anstelle einer
Thymidinbase in die DNA ein. Das somit markierte Erbgut einer neuen Zelle kann nun
immunhistochemisch ~ mithilfe = eines  Antikorpers gegen  BrdU  licht-  oder

fluoreszenzmikroskopisch dargestellt und die Zellkerne quantitativ ausgewertet werden

(Abbildung 2).
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Abb. 2 - Markierung der DNA neugeborener Zellen mit BrdU
(Kempermann et al. 1998)

Kombiniert man nun eine BrdU-spezifische Farbung mit einer neuronenspezifischen Farbung
(in unserem Fall NeuN), so lassen sich explizit neugeborene Neurone darstellen. Genau diese
Technik fiihrte schon 1998 zum Beweis der humanen adulten Neurogenese (Eriksson et al.
1998) und ermoglicht heute weitergehende Forschungen in diesem Bereich. Das Wissen tiber

adulte Neurogenese konnte so in den letzten Jahren betrdchtlich wachsen.
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2.8 Grundbegriff .,,Adulte Neurogenese*

Spricht man heutzutage von Neurogenese, so meint man die Proliferation und Differenzierung

multipotenter neuronaler Stammzellen. Neuronale Stammzellen zeichnen sich durch drei

Eigenschaften aus:

1) Sie konnen Nervengewebe generieren oder leiten sich vom Nervensystem ab;

2) Sie haben eine Kapazitit zur Selbsterneuerung;

3) Sie konnen durch asymmetrische Zellteilung andere Zellen als sich selbst

hervorbringen (Gage 2000).

Neuronale Stammzellen sind nicht zu verwechseln mit pluripotenten embryonalen

Stammzellen, welche im Gegensatz zu ihnen weitaus mehr Differenzierungsmdoglichkeiten

haben. Aus den neuronalen Stammzellen konnen sich dann drei differenziertere Zelllinien

entwickeln: Neurone, Oligodendrozyten und Astrozyten.

Diese Vorgidnge beschrinken sich jedoch beim Menschen auf zwei Bereiche des Gehirns,

welche Reste des embryonalen Neuralrohrs darstellen:

a)

b)

Die Subventrikulire Zone (SVZ)

Die SVZ ist ein schmales Band von Zellen, welches sich lateral an die
Seitenventrikel schmiegt. Hier entstehen aus langsam proliferierenden
Neuroblasten (sog. B-Zellen) die letztendlich migrationsfdhigen Formen, sog. A-
Zellen. Diese wandern entlang des Rostralen Migratorischen Stroms (RMS) von
der SVZ in den olfaktorischen Bulbus (Doetsch et al. 1997, Doetsch und Scharff
2001) wo sie sich zum Teil zu Neuronen und Astrozyten weiter differenzieren
(Lois und Alvarez-Buylla 1993).

Der Gyrus Dentatus des Hippokampus

Der Hippokampus ist Teil des limbischen Systems. Er wird auch als ,,Tor zum
Gedichtnis® bezeichnet, da hier neu aufgenommene Informationen weiter
verarbeitet werden, bevor sie dann im Neokortex ins Langzeitgedichtnis
gespeichert werden. In seiner Subgranulidren Zone (SGZ) teilen und differenzieren
sich bestimmte GFAP-positive Astrozyten zu neuen Neuronen (Seri et al. 2001)
und siedeln sich in der Kornerzellschicht an. Studien der letzten Jahre zeigten, dass
diese Neurone auch funktionell eingegliedert werden (van Praag et al. 2002,

Kempermann et al. 2004).
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Die Neurogenese in diesen Bereichen unterliegt einem komplexen Steuerungsprogramm,
welches in all seinen Facetten noch nicht ginzlich entschliisselt ist (sieche Diskussion).
Grundbestandteil dieser Arbeit ist jedoch die Erkenntnis, dass sie durch GCSF angeregt wird
(Schneider et al. 2005).

2.9 Der Granulocyte-Colony-Stimulating Factor (G-CSF)

Der Granulocyte-Colony-Stimulating Factor (G-CSF, iibersetzt ,,Granulozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor*) ist ein 19,6 kDa grof3es, endogen produziertes Glykoprotein, welches
sich aus 174 bzw. 177 Aminoséduren aufbaut (Souza et al. 1986, Nagata et al. 1986). G-CSF
agiert an CD34-positiven hdmatopoetischen Stammzellen und reguliert die Proliferation,
Differenzierung und Mobilisation von Vorstufen neutrophiler Granulozyten (Sprigg et al.
2006) indem es an den G-CSF-spezifischen Rezeptor (G-CSFR; CD114) bindet (Hartung
1998). G-CSF kann je nach Situation in verschiedenen Geweben produziert werden.
Hauptverantwortlich fiir die endogene Produktion sind himatopoetische Zellreihen wie
Monozyten/Makrophagen(Vellenga et al. 1988) und Lymphozyten, aber auch in anderen
Zellen wie Mesothelialzellen (Demetri et al. 1989), Fibroblasten (Koeffler et al. 1987) und
Endothelzellen (Zsebo et al. 1988) wurde eine G-CSF-Produktion schon beobachtet.
Zusitzlich wird G-CSF in einer Reihe von Tumoren wie Blasen- und Osophaguskarzinomen
(Welte et al. 1985, Ichiishi et al. 2000), Melanomen (Lilly et al. 1987) und Glioblastomen
(Tweardy et al. 1987) produziert.

Vom menschlichen Koérper wird G-CSF vor allem in korperlichen Stresssituationen wie einer
Sepsis (Kawakami et al. 1990) oder dem Systemisch-Inflammatorischem Response-Syndrom
(SIRS), aber auch nach akuten Myokardinfarkten (Wojakowski et al. 2004) und einer Reihe

anderer Erkrankungen vermehrt ausgeschiittet (Watari et al. 1989).

Der zugehorige spezifische und hoch-affine Rezeptor, zuerst charakterisiert durch Nicola et al
1985 (Nicola und Metcalf 1985), ist vor allem auf neutrophilen Granulozyten aller Stadien zu
finden, zudem auf Monozyten, Thrombozyten, Endothelialzellen (Boneberg et al. 2000) und
auch Neuronen (Schneider et al. 2005). Seine Expression wird durch G-CSF selbst gefordert
(Boneberg und Hartung 2002b).

Noch sind nicht simtliche Funktionen von G-CSF bekannt. Zwar sind die urspriinglichen
Effekte von G-CSF hinsichtlich Neutrophilenproliferation und —differenzierung genau
erforscht (Metcalf und Nicola 1983), doch zeigt sich die Gesamtwirkung von G-CSF auf

13



Grundlagen

andere Korpersysteme deutlich komplexer und vielféltiger. Seit Jahren wird G-CSF schon
aufgrund seines Stammzell-mobilisierenden Effekts bei der Chemotherapie-induzierten
Neutropenie und Knochenmarkstransplantationen praventiv und therapeutisch eingesetzt
(Sheridan et al. 1989, Frampton et al. 1994).

G-CSF moduliert hinzukommend die Zytokinreaktion (Boneberg und Hartung 2002a) und
verbessert die Effektorfunktion neutrophiler Granulozyten (Roberts 2005, Weiss et al. 1996).
Gleichzeitig wirkt es hemmend auf die Apoptose dieser Zellen und fordert somit ihr

Uberleben (Begley et al. 1986, Hu und Yasui 1997).

Tierexperimentelle Studien der letzten Jahre lassen vermuten, dass G-CSF auch eine wichtige
Rolle fiir das Zentrale Nervensystem (ZNS) spielen kann. In diversen experimentellen
Arbeiten wurde bereits bei jungen Nagetieren gezeigt, dass G-CSF die adulte Neurogenese
fordert, starke anti-apoptotische Aktivitdt bei adulten Neuronen besitzt und zudem multiple
Zelliiberlebenskaskaden aktiviert (Minnerup et al. 2008, England et al. 2009). Dies wird
ermoglicht, indem G-CSF zum einen die Blut-Hirn-Schranke passiert und zum anderen seine
Rezeptoren von Neuronen und neuronalen Stammzellen exprimiert werden (Schneider et al.
2005). Die detaillierte Wirkungsweise wird am Ende dieser Arbeit bei der Diskussion der

Ergebnisse dieser Studie erldutert und diskutiert.
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3 Material & Methoden

3.1 Tiere

Wir benutzten hauseigen geziichtete, 19 bis 20 Monate alte, méinnliche Sprague-Dawley-
Ratten. Das Projekt wurde mit 29 alten Ratten begonnen, 14 in der Placebogruppe, 15 in der
mit G-CSF behandelten Gruppe. Die Zahlen im Ergebnisteil beziehen sich auf die Anzahl der
Tiere, welche sowohl den chirurgischen Eingriff {iberlebt als auch die 4-wdchige Testperiode
vollstidndig absolviert haben.

Die Tiere wurden vom Institut fiir Neurologie der Universitdt Greifswald bereitgestellt. Thr
Korpergewicht reichte von 520 g bis 600 g. Die Haltung der Tiere erfolgte unter
standardisierten Bedingungen, d.h. die Temperatur betrug durchweg 22°C, die
Luftfeuchtigkeit 40-60% und die Lichtperiode dauerte tiglich von 7 bis 19 Uhr. Die Tiere
wurden isoliert voneinander in Standardkéfigen bei freiem Zugang zu Futter und Wasser
gehalten.

Die in dieser Studie dargestellten Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den
Regelungen des Tierschutzgesetzes und nach Genehmigung durch ein staatliches
Tierschutzkomitee der Universitdt Greifswald durchgefiihrt. Die Arbeit wurde am 25.11. vom
Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-

Vorpommern genehmigt (Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-052/08).

3.2 Operation (Permanent Transcranial Middle Cerebral Artery Occlusion)

Um die Ergebnisse dieser tierexperimentellen Arbeit fiir zukiinftige Forschungen am Besten
auf den Menschen {ibertragen zu konnen, versuchten wir bei der Planung des operativen
Eingriffs dem ,,natiirlichen* Schlaganfall beim Menschen moglichst nah zu kommen. Wie
Kap. 2.3 bereits beschrieben, stellt ein Verschluss der A. cerebri media beim Menschen die
héufigste Infarktlokalisation dar. Dabei ist die spontane Reperfusionsrate mit nur etwa 20%
beim Menschen gering (Hacke et al. 2005b). Wir entschieden uns somit fiir einen

permanenten, operativen Verschluss der A. cerebri media mittels Elektrokoagulation.

Das Operations- und Fixationsschema orientierte sich an den Arbeiten von Badan et al. aus
dem Jahr 2003 (Badan et al. 2003), wenngleich dort transient okkludiert wurde.
Zur Minimierung der Vielzahl an ischdmischen Schdden aufgrund variierender

Plasmaglukoselevel und der gleichzeitig bestehenden Aspirationsgefahr wurde den Ratten 18
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Stunden prédoperativ die Nahrung entzogen, Wasser stand weiterhin zur freien Verfiigung.
Jede Operation wurde zwischen 9 und 13 Uhr durchgefiihrt.

Die rechte A. cerebri media (MCA) wurde transkraniell durch einen mit einem
Mikromanipulator (Maerzhaeuser Precision Micro-Manipulator Systems, Fine Science Tools)
verbundenen Wolframhaken angehoben und elektrokoaguliert (Middle Cerebral Artery
Occlusion, MCAOQO). Da aufgrund von ausgedehnten Kollateralkreisldufen bei der Ratte eine
addquate InfarktgroBe durch einen alleinigen Verschluss der A. cerebri media nicht zu
erreichen wére, verschlossen wir jeweils daran anschlieend mittels einer vorher platzierten
Fadenschlaufe beide Aa. Carotis communis (Popa-Wagner et al. 1998). Das operative Feld
wurde mit kiinstlichem Liquor cerebrospinalis (Liquicheck, Spinal Fluid Control, BioRad)
feucht und warm gehalten. Wihrend des gesamten Eingriffs wurde die Anésthesie durch
spontane Inhalation von einem Gemisch aus 1-1,5% Halothan, 75% Stickstoffoxid und 25%
Sauerstoff aufrechterhalten. Die anidsthesierten Tiere wurden in Riickenlage fixiert. Ein
homeothermisches Abdecksystem (Harvard Apparatus) hielt die Korpertemperatur stabil bei
37°C. Die lokalen Blutflussunterschiede wurden von einem Laser-Dopplergerdt (Perimed,
Stockholm, Schweden) liberwacht und die Schwanzarterie katheterisiert damit sowohl der
Blutdruck gemessen als auch Blut entnommen werden konnte. Hiermit lieen sich dann der
pH-Wert und arterielle Blutglukoselevel (Omnican7 Balance, B. Braun, Melsungen)
bestimmen. Zusétzlich wurden noch die Blutgase (Blutgassystem IL 1620, Instrumentation
Laboratory, Miinchen) wéhrend der Ischdmiephase an verschiedenen Zeitpunkten gemessen.
Diese Werte variierten zwischen der spiter mit G-CSF behandelten und der mit Placebo
behandelten Gruppen nicht (siche Tabelle 1).

Ein Absinken des Laser-Doppler-Signals auf unter 20% des Kontrollwerts wurde als
erfolgreiche MCAO angesehen. Schlussendlich wurden die Aa. carotis communis nach 90
Minuten wieder gedffnet.

Zur Minimierung eines Infektionsrisikos wurde die gesamte Operation unter aseptischen
Bedingungen durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die Tiere mit befeuchteten Futterkugeln

gefiittert um den alten Tieren das Fressen zu erleichtern.
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Zeitpunkt Kontrolle G-CSF
- Pra-OP 7.40+0.04 7.38+0.02
P Intra-OP 7.34+0.01 7.36+0.03
Pra-OP 43.£1.34 45.3+2.34
Pco;in mm Hg
Intra-OP 47.6+£2.94 46.3+3.54
Pra-OP 192+29 189+27
Po; in mm Hg
Intra-OP 171+28 177439
Blutdruck in Pra-OP 130+9 128+7
mm Hg Intra-OP 110£9 11512
Blutglukose in Pra-OP 3.6+0.5 3.840.5
mg/dL Intra-OP 3.9+0.7 4.0+0.8

Tab. 1: Analyse von pH-, Blutgas-, Blutdruck und Blutglukosewerten

3.3 G-CSF-Behandlung und BrdU-Markierung

Eine Stunde nach der Wiedereroffnung des zerebralen Blutkreislaufes wurde bei der
Behandlungsgruppe (n=15) die G-CSF-Behandlung mit einer subkutanen G-CSF-Dosis von
15 pg/kg Korpergewicht (Amgen, Miinchen) gestartet und danach téglich fiir 15 Tage
weitergefiihrt. Dieses Behandlungsschema ist dhnlich zu dem Vorgehen in vorherigen Studien
zur Genesung junger Ratten nach Schlaganfillen (Schneider et al. 2005, Schneider et al.
2006) und erscheint klinisch sicher und durchfiihrbar. Die Kontrollgruppe bestand aus im
Alter iibereinstimmenden Tieren (n=14) und wurde ausschlieBlich mit physiologischer
Kochsalzldsung behandelt.

Um neugeborene Zellen zu markieren wurde den Ratten zudem in der ersten Woche nach
Schlaganfall einmal tdglich und in der zweiten Woche jeden zweiten Tag eine intraperitoneale
Injektion mit 5-Bromodesoxyuridin (BrdU, 50 mg/kg KG, Sigma-Aldrich, Miinchen)
gespritzt, somit insgesamt iiber einen Zeitraum von 14 Tagen.

Die Injektionen wurden ohne Narkose durchgefiihrt, da eine etwaige Athernarkose fiir die
Tiere belastender gewesen wire als die Injektion selbst. Die Stressbelastung sollte minimal

gehalten werden.

3.4 Verhaltenstests

Um Ischidmie-assoziierte Verdnderungen hinsichtlich eines G-CSF-Effekts zu beurteilen,

wurden die Ratten sowohl vor als auch nach der MCAOQO drei unterschiedlichen
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Verhaltenstests beziiglich somatosensorischen, motorischen und rdumlichen Denkens und
Gedichtnisses unterzogen. Diese kamen schon in fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe zum
Einsatz (Buchhold et al. 2007).

Die gesamten Testprozeduren involvierten drei Mitarbeiter, wovon einer ausschlieBlich fiir
die chirurgischen Eingriffe zustindig war und die Tiere den Kontroll- und Testgruppen
zuordnete. Eine weitere Mitarbeiterin wurde iiber die Zuteilung der einzelnen Tiere im
Unklaren gelassen und war fiir die Verhaltenstestung zustindig. Eine dritte Person war spater
fiir die immunhistochemischen Untersuchungen eingeteilt.

Alle Testungen wurden zwischen neun und elf Uhr morgens von demselben Untersucher
durchgefiihrt. Die Ergebnisse vor dem chirurgischen Eingriff wurden als 100%-Index fiir
jedes Tier bei den einzelnen Tests definiert und die funktionelle Erholung wurde als
Prozentwert der Erholung im Vergleich zum Grundwert vor dem chirurgischen Eingriff
ausgedriickt.

Anzufiigen ist, dass bei keinem der Verhaltenstests den Tieren Schaden zugefiigt wurde. Die
Ratten wurden beispielsweise bei Drehbalken- und Schrigfldchentest jeweils aufgefangen,

bevor sie herunterfielen.

3.4.1 Drehbalkentest (Rotating Pole)
Der Drehbalkentest beurteilt Koordination und sensomotorische Funktion im MCAQO-Modell

(Goldstein 1993, Alexis et al. 1996). Jede Ratte wurde damit konfrontiert, einen
waagerechten, runden Balken mit einer Lange von 140 cm und einem Durchmesser von 7,5
cm langs zu tiberqueren, wihrend dieser durch einen Motor mit 6 U/min gedreht wurde (siche
Abbildung 3). Unter dem 50 cm iiber dem Boden befindlichen Balken lag eine
Schaumstoffmatte um den Sturz eines Tieres im Notfall abzufedern. Beim Drehbalkentest
behalten Ratten normalerweise bei der Uberquerung ihre Pfoten symmetrisch auf dem oberen
Bereich des Balkens. Auf der Zielseite des Balkens befand sich der eigene Kifig mit Futter,
welcher als Anreiz diente.

In unserer Studie wurden zwei Variablen bewertet: Quantitativ die fiir die Uberquerung

benétigte Zeit und qualitativ auf einer Skala von 0 bis 6 die Art der Uberquerung.

(e
I

Ratte féllt sofort vom Balken
1 = Ratte bewegt sich nicht vorwirts, bleibt jedoch auf dem Balken

Ratte bewegt sich vorwirts, féllt jedoch vor dem Ziel vom Balken

W N
Il

= Ratte iiberquert den Balken, benutzt jedoch ihre Extremititen asymmetrisch
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4 = Ratte iiberquert den Balken, das linke Hinterbein wird dabei jedoch weniger als 50% der

Zeit benutzt
5 = Ratte iiberquert den Balken, jedoch mit einigen Schwierigkeiten
6 = Ratte iiberquert den Balken mit symmetrischen Bewegungen ohne Fehler

Jeder Test bestand aus fiinf aufeinander folgenden Durchgéingen, wovon der
Mittelwert bestimmt wurde.
Die Ratten wurden innerhalb der letzten zwei Wochen vor dem operativen Eingriff in dieser

Ubung trainiert um ihnen ein spiteres erfolgreiches Uberqueren zu erleichtern.

D e I TR . R A T B

" Abb. 3 — Drehbalkentest (Buchhold 2007)

3.4.2 Schrigflachentest (Inclined Plane)

Wir testeten die motorische Féahigkeit jedes Tieres, den Stand auf einer Schrigfliche von
gegebenem Winkel zu halten (Rivlin und Tator 1977). Die Ratten wurden auf eine 40 x 40 cm
grofle Fliche gesetzt, welche dann auf einer Seite kontinuierlich elektrisch angehoben wurde
(siche Abbildung 4). Der relative Winkel an welchem die Ratten ihren Stand nicht mehr
halten konnten, wurde als Mal3 des funktionellen Schadens gewertet. Auch hier wurde ein
Tagesmittelwert aus fiinf Durchgédngen ermittelt. Dieser Test wurde einmal vor der Operation

und danach tdglich durchgefiihrt.

Abb. 4 — Schrigflichentest (mod. aus Buchhold 2007)

19



Material & Methoden

3.4.3 Radialarmlabyrinth (Radial-Arm Maze)

Die Ratten wurden mittels eines 60 cm iiber dem Boden befindlichen Radialarmlabyrinths
getestet, dessen acht Arme von einer oktagonalen Startflache ausgingen. Die Arme waren von
der zentralen Startfliche (Durchmesser 35 cm) durch Klapptiiren getrennt und jeder Arm war
mit farbigen geometrischen Figuren iiber der Klappe als Hinweis markiert um den Tieren eine
visuelle Orientierung zu ermdglichen (siche Abbildung 5).

Hungrige Ratten wurden in einen der Arme gesetzt, welcher jedes Mal als Startkompartiment
fungierte. Wahrend des Versuchs mussten sich dann die Ratten erinnern, welcher der sieben
verbliebenen Arme im Testdurchlauf vorher der Zielarm war. Dieser mit Futter préparierte
Zielarm blieb bei jedem Tier gleich (Olton und Papas 1979, modifiziert von Buchhold et al.
2007). Wir bestimmten einen Einzelscore von 0 fiir das erfolgreiche Finden des Zielarms und
von 1 flir einen Misserfolg. Jeder Versuch bestand aus zwei Lédufen innerhalb von 20
Minuten. Zwei aufeinander folgende erfolgreiche Durchgidnge ergaben einen Gesamtscore
von 0. Ein bzw. zwei Fehlversuche resultierten gleichermal3en in einem Score von 1.

Vor der Operation fanden bei diesem Test keine Trainingsdurchgidnge statt. Das Labyrinth
wurde geruchsfrei gehalten und sowohl wéhrend als auch nach jedem Testdurchlauf eines

Tieres mit Alkohol gesédubert.

Abb. 5 — Radialarmlabyrinth (Buchhold 2007)
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3.5 Anfertigen der Gewebsschnitte

Nach einer postoperativen Uberlebenszeit von 28 Tagen wurden die Ratten mit einem
Gemisch aus 2,5% Halothan in 75% Stickstoffoxid und 25% Sauerstoff tief betdubt. Dann
wurden sie zuerst mit neutral gepufferter NaCl-Losung und hinterher mit gepufferter 4%iger,
frisch depolymerisierter Paraformaldehyd-Losung (PFA) perfundiert. Jedes Gehirn wurde
entfernt und schlieBlich in gepufferter 4%iger PFA-Losung fiir 24 Stunden nachfixiert. Als
Gefrierschutzmittel verwendeten wir dann 15% Glycerol in 10 mmol/l Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (Phosphate Buffered Saline, PBS), bevor die Gehirne in Isopenthan
eingefroren und bis zum Schneiden bei -70°C gelagert wurden.

Im nichsten Arbeitsschritt wurden die Gehirne per Kryostat (Leica Mikrotom CM 3000) bei
einer Temperatur von -30°C koronar mit einer Dicke von 25 pm bzw. 50 um geschnitten und
so fast vollstindig aufgeteilt. Dabei wurde strikt Protokoll gefiihrt. Die Schnitte wurden iiber
das Infarktgebiet hinaus (jeweils 20 Schnitte mehr) freischwimmend in 4%iger, gepufferter
PFA-L6sung aufgenommen und fixiert. 30 min (25 pm dicke Schnitte), bzw. 60 min (50 um
dicke Schnitte) spiter wurden sie dreimal in 1x PBS-Losung gewaschen und dann bis zur
weiteren Analyse in Gefrierschutzlosung bei -20°C gelagert. Mittels einer Kresylviolett-
Schnellfarbung lief sich die aktuelle Schnittebene des Gehirns bestimmen. Hierzu wurden die
Schnitte auf Objekttriger aufgezogen wund getrocknet. Darauthin  wurde eine
Kresylviolettlosung aufgetropft, nach 20 Sekunden abgeklopft und die Schnitte mit
autoklaviertem Wasser gespiilt. Per Lichtmikroskopie lie} sich dann eine Aussage iiber die

Schnittebene treffen (Buchhold et al. 2007).

3.6 Erfassung des Infarktvolumens

Um die durch permanente fokale Ischdmie verursachte Infarktgroe zu erfassen, wurde jeder
20. Schnitt mit NeuN-Antikorpern (Millipore, Schwalbach) gefarbt, einem Marker intakter
Neurone. Wie in vorherigen Arbeiten von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, ist ein Wegfall der
NeuN-Markierung ein verldsslicher Indikator fiir den Neuronenuntergang (Buchhold et al.
2007). Die Morphologie lebensfiahiger Neurone wurde somit zur FEingrenzung der
Infarktregion benutzt (Badan et al. 2003).

Fotos der gefirbten Schnitte wurden gemacht um die Gesamtfliche des Infarkts zu erfassen,
die dann als die Summe von Teilbereichen mittels Scion®-Bildanalysesoftware exakt

berechnet wurde (sieche Abbildung 6). Die Integration der resultierenden Partialvolumina
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ergab schlieBlich das Totalvolumen der ipsilateralen Hemisphidre mit Gesamtvolumen des

Infarkts:

Flache der Teilbereiche x Anzahl der Schnitte x Schnittdicke x Schnittintervall

= Totalvolumen

Abb. 6 - NeuN-gefiarbter Gehirnschnitt mit Gewebeschaden (A) und markierter
Infarktfiche (B) (mod. aus Buchhold 2007)

3.7 Immunhistochemische Fluoreszenzfirbung

Angelehnt an die Arbeit von Popa-Wagner et al. von 2007 (Popa-Wagner et al. 2007) wurden
alle untersuchten Gewebsschnitte nach demselben Schema im Free-Floating-Verfahren
gefarbt: Zur Erkennung neugeborener Zellen wéhlten wir BrdU, zur Erkennung von Neuronen
NeuN. Beim Free-Floating-Verfahren befinden sich die Gehirnschnitte wéihrend des gesamten
Féarbevorgangs frei schwimmend in den Losungen und werden erst nach abgeschlossener
Féarbung auf Objekttrager aufgezogen. Dies ermdglicht dem Gewebe einen gleichmifligeren

Kontakt mit den Reagenzien.

Formalin-fixierte Kryostatschnitte mit einer Dicke von 25 pm wurden zuerst 15 Minuten in
PFA fixiert und dann mittels PBS ausgiebig gewaschen. Nach der Inkubation mit 50%
Formamid/2x SSC. fiir 2 Stunden bei 60°C wurden sie wieder gewaschen, zuerst mit 2x SSC
dann mit 10x PBS. Nach der Denaturierung in 2N HCI bei 37°C {iber 40 Minuten wurde 0,1M
Boratpuffer (pH 8,5) fiir 30 Minuten zur Neutralisierung hinzu gegeben. Daraufhin wurden
die Schnitte dreimal mit 10x PBS und dreimal mit 1x PBS gewaschen. Zum Blockieren
unspezifischer Bindungsstellen verwendeten wir ein Gemisch aus 0,3% Tween-20 und 5%
Ziegenserum in PBS {iiber eine Dauer von 2 Stunden. Statt 5%igen Ziegenserums benutzten
wir in der Losung wihrend der 24-stiindigen Inkubation des ersten Primérantikorpers (Ratte

anti-BrdU) bei 4°C 3%iges Ziegenserum. Am zweiten Tag wurden die Schnitte zuallererst
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ausgiebig gewaschen, bevor sie fir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem ersten
fluoreszenzgekoppelten Sekundirantikorper (Alexa Fluor® 594 Ziege anti-Ratte) inkubiert
wurden. Nach einem weiteren Waschschritt wurde fiir die Doppelimmunfluoreszenz das
Gewebe bei 4°C iiber Nacht mit einem NeuN-Antikorper (Maus anti-NeuN) inkubiert. Am
dritten Tag wurden die Schnitte wieder ausgiebig in PBS gewaschen, bis hinterher fiir zwei
Stunden ein zweiter fluoreszierender Sekundirantikdrper (Alexa Fluor® 488 Ziege anti-
Maus) hinzu gegeben wurde. Nach einem finalen Waschschritt wurden die Schnitte auf
Superfrost Plus® Objekttrager aufgezogen und mit DAPI enthaltendem Vectashield®-
Einbettungsmedium gedeckelt. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff (4',6-Diamidin-2-
phenylindol), welcher relativ spezifisch DNA farbt und somit Zellkerne blau darstellt. Er wird
in der heutigen Immunfluoreszenzmikroskopie hédufig und gerne eingesetzt, weil er einer
einfachen Férbetechnik bedarf und sein Emissionsmaximum am kurzwelligen Ende des
Lichtspektrums liegt. Somit ldsst es sich sehr leicht mit anderen Fluoreszenzfarbstoffen,

welche z.B. griin oder rot fluoreszieren, kombinieren.

3.7.1 Verwendete Antikorper

Priméarantikorper Verdiinnung Hersteller
Ratte anti-BrdU 1:250 Abcam, Cambridge, UK
Alexa Fluor® 594 Ziege
1:250 Invitrogen, Karlsruhe
anti-Ratte IgG
Sekundéarantikorper
Maus anti-NeuN 1:500 Millipore, Schwalbach
Alexa Fluor® 488 Ziege
1:500 Invitrogen, Karlsruhe

anti-Maus IgG

Tab. 2 — Verwendete Antikorper

3.7.2 Weitere Fiarbematerialien
1x PBS: Trockenpulver Instamed® 9.55 g/l PBS Dulbecco ohne
Ca*"/Mg*" (Biochrom GmbH, Berlin)

10x PBS 10x Trockenpulver Instamed® 9.55 g/l PBS Dulbecco
ohne Ca®"/Mg”" (Biochrom GmbH, Berlin)
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4%iges PFA: Roti®-Histofix 4% (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Ziegenserum: Cytogen, Costar, Bodenheim
2x SSC: 800 ml H20
17,5 g NaCl
8,82 g Sodium Citrate
ad 11
Tween-20 0,3%: 3 ml Tween-20 auf 1 1 Aqua dest.
0,1M Boratpuffer, pH 8,5: 3,8 g Natriumborat (MW 381, Di-Na-Tetraborat-

decahydrat) in 100 ml Aqua dest.

2N HCI: 4 ml 37%ige HCI auf 70 ml Aqua dest.
50% Formamid: 100 ml Formamid auf 100 ml Aqua dest.
Vectashield®: Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

(Einbettungsmedium mit DAPI)

Objekttrager: Superfrost Plus Slides®, R.Langenbrink — Labor und

Medizintechnik, Emmendingen

3.8 Auszihlungsprozeduren

BrdU-positive Zellen wurden in drei Gehirnregionen analysiert:

1. Periinfarktareal
2. Subventrikuldrer Zone (SVZ)
3. Gyrus Dentatus

Fiir die Periinfarktauswertung wurden vier Quadrate (300 um x 300 um), welche direkt an die
Infarktzone grenzten, in jeweils vier Gehirnschnitten pro Tier stereologisch analysiert. Die

Grofle der Auszdhlfenster betrug 70 um x 70 um und der Auszédhlbereich reichte von Bregma
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I mm bis -0,4 mm (siche Abbildung 7, rot). Fiir die Subventrikulire Zone wurden bei
denselben Schnitten mit dem semiautomatischem Stereologiesystem (Stereolnvestigator,
MicroBrightField, Colchester, VT, USA) jeweils vier an die lateralen Seiten des dritten und
vierten Ventrikels angrenzende Rechtecke (260 pm x 60 um; Auszdhlfenster 70 um x 70 pum)
untersucht (sieche Abbildung 7, blau).

Aufgrund der geringen Anzahl BrdU-positiver Zellen bei alten Ratten wurde der Gyrus
Dentatus analog ausgezdhlt. Hierzu wurde mithilfe von DAPI-Fluoreszenz die Grenze des
Gyrus Dentatus detektiert. Die somit umzogene Gesamtfliche wurde dann vollstindig bei

jeweils drei Schnitten (Bregma 2,6 bis -3,4) quantitativ nach BrdU-positiven Zellen

untersucht.

Abb. 7 - Die Lokalisation der Auszihlfenster im Periinfarktareal
(rot) und in der Subventrikuliren Zone (blau)

Um abzuschitzen wie viele dieser Zellen neugeborene Neurone waren, wurden 20 zufillig
ausgewihlte BrdU-positive Zellen (rot fluoreszierend) pro Region bei jedem Tier auf
gleichzeitige NeuN-Markierung (griin fluoreszierend) untersucht (sieche Abbildung 8). Der
hier ermittelte Prozentsatz doppelt markierter Zellen wurde dann mit der Gesamtanzahl an

BrdU-positiven Zellen pro Region multipliziert. Somit erhielten wir eine hochgerechnete

Angabe liber die Anzahl neugeborener Neurone in jeder Region.
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Genuscht

Abb. 8 - BrdU-positive Zelle (links), NeuN-positive Zelle (Mitte),
BrdU-NeuN-doppelpositive Zelle (rechts)

3.9 Statistische Analyse

Die Haupteftekte, sowohl hinsichtlich der Behandlung und Zeit als auch der Interaktionen der
zwei Faktoren auf die Genesung, wurden mithilfe einer MANOVA-Studie (Multivariate
Analyse der Varianz) fiir jede Messung evaluiert, wobei ,,Behandlung* als ,,between subject-
Variable und ,,Zeit* als ,,within subject*“-Variable festgelegt wurde.

Zur nicht-parametrischen Datenanalyse nutzten wir den Kruskal-Wallis-Test, welcher fiir
multiple unabhingige Messungen entwickelt wurde. AnschlieBend wurde noch eine
Bonferroni-Korrektur fiir Alphafehler (SPSS Inc., Chicago, IL) berechnet.

Als Ranganalyse der Mortalitdt benutzten wir den Mantel-Cox-Test, die Neurogenese wurde
mithilfe einer Varianzanalyse bewertet. Ein p-Wert (Wahrscheinlichkeitswert) von unter 0,05

wurde hierbei als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Generelle Beobachtungen

4.1.1 Gewichtsverlauf

Wie nach einem schweren operativen Eingriff bei alten Ratten iiblich (Modo et al. 2000),
verloren sowohl die Tiere der Kontroll- als auch der G-CSF-Gruppe innerhalb der ersten
postoperativen Woche an Gewicht. Ein prozentualer Unterschied im Gewichtsverlauf lief3 sich

nicht feststellen (sieche Graph 1).

_ —e— Kontrollgruppe
Gramm Gewicht —o— G-CSF-Gruppe
600
550 - ] T
500 - I
450 -
400 -
350 . .
1 8 Tage

Graph 1 - Im Gewichtsverlauf wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen G-CSF- und Kontrollgruppe festgestellt

4.1.2 Mortalitétsrate
Einer der bemerkenswerten Effekte der G-CSF-Behandlung war eine signifikante Senkung
der Mortalitdtsrate zwischen Tag 7 und 15 (p=0,007, Mantel-Cox-Test). Drei Tiere der
Kontrollgruppe starben an den Tagen 7, 10 und 12, hingegen iiberlebten alle G-CSF-
behandelten Tiere (Graph 2).
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Mortalitat
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80 - Kontrollgruppe
= G-CSF-Gruppe
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4 6 8 10 12 14 16

Tage nach Schlaganfall
Graph 2 - Eine signifikante Senkung der Mortalitit durch G-CSF-
Behandlung zeigte sich im Mantel-Cox-Test, hier dargestellt als Kaplan-
Meier-Kurve

4.2 Verhaltenstests

Wihrend der ersten drei Tage nach dem operativen Eingriff hatten alle Ratten eine deutlich
verminderte Leistungsfahigkeit, was zumindest teilweise der chirurgischen Prozedur an sich

zugeschrieben werden konnte.

4.2.1 Drehbalkentest (Rotating Pole)

Nach einem abrupten Abfall der Leistungsfdhigkeit aller Tiere auf dem Drehbalken am dritten
postoperativen Tag begannen die G-CSF-behandelten Ratten sich zu verbessern und erholten
sich bis auf 90% an Tag 28 (Graph 3, weille Kreise). Die Kontrollratten verbesserten sich mit
einer vergleichsweisen Verzdgerung von neun Tagen und erreichten am 28. Tag einen Wert
von 78% der Grundleistung (Graph 3, schwarze Kreise). Vor allem aufgrund der zeitlich
fritheren Besserung konnte ein signifikanter, nutzbringender Effekt der G-CSF-Behandlung
auf die Erholung der bilateralen sensomotorischen Koordination zwischen den Tagen 6 und

28 festgehalten werden (p<0,05).
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Genesung % Drehbalkentest

110 f
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—e— Kontrollgruppe

501 —o— G-CSF-Gruppe

40 T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 21 27
Tage nach Schlaganfall

Graph. 3 — Die G-CSF-Behandlung hatte einen positiven Effekt auf die
Erholung der motorischen Defizite.

4.2.2 Schrégfldchentest (Inclined Plane)
Auf der Schrigflache war der nutzbringende Effekt der G-CSF-Behandlung vom sechsten bis

neunten Tag nach dem Eingriff signifikant sichtbar (p<0,05).

Genesung % Schréagflachentest
102

100 +

98 -

96

94

92 A

—e— Kontrollgruppe

90 1 —o0— G-CSF-Gruppe

88 T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 21 27
Tage nach Schlaganfall

Graph 4 - Die G-CSF-Behandlung hatte einen temporir begrenzten
positiven Effekt auf die Fiahigkeit das Gleichgewicht auf einer
schriigen Fliche zu halten (p<0.05, weille Kreise)
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Hier begannen sich die Kontrolltiere erst ab dem neunten postoperativen Tag zu erholen
(Graph 4, schwarze Kreise) und erreichten am zwolften Tag das Level der G-CSF-Tiere
(Graph 4, weile Kreise). Danach stabilisierten sich beide Gruppen mit gleicher
Geschwindigkeit bis zu einer Leistungsfdahigkeit von 96% des pridoperativen Status am 28.

postoperativen Tag.

4.2.3 Radialarmlabyrinthtest (Radial-Arm Maze)

Die Leistung der Kontrolltiere verschlechterte sich progressiv wéhrend der ersten neun Tage
nach der OP. Obwohl die Kontrolltiere sich zu einem gewissen Mal3 zwischen Tag 9 und 15
erholten, blieb die Anzahl der Fehler in diesem Test hoch (Graph 5, schwarze Kreise). Die
Behandlung mit G-CSF reduzierte signifikant die Fehleranzahl zwischen dem 6. und 12. Tag
der Behandlung (Graph 5, weile Kreise, p<0,05). Danach bewegten sich beide Gruppen

jedoch auf einem vergleichbaren Level und mit einer erheblichen Fehlerrate.

Score Radialarmlabyrinth
1,2

—e— Kontrollgruppe
—0— G-CSF-Gruppe

1,0 ~1

0,8 -

0,6 T

0,4 -

0,2 1

0,0 T T T T T T T

3 6 9 12 15 21 27
Tage nach Schlaganfall

Graph S5 - Die G-CSF-Behandlung verbesserte das
Arbeitsgedichtnis signifikant zwischen Tag 6 und 12 (p<0,05).
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4.3 Immunhistochemische Analysen

4.3.1 InfarktgroBe
Durch statistische Analysen zeigte sich nach der G-CSF-Behandlung keine signifikante

Reduktion der InfarktgroBe (p>0,05). Bei der G-CSF-behandelten Gruppe betrug das
Infarktvolumen durchschnittlich 264+62 mm?, bei der Placebo-behandelten Gruppe 215+£36

mm?.

4.3.2 Periinfarktzone

Um zu ermitteln ob eine G-CSF-Behandlung zu einer vermehrten Anzahl neugeborener
Zellen im Periinfarktareal fiihrt, zdhlten wir zuallererst BrdU-positive Zellen. Im Vergleich
mit den Placebo-behandelten Tieren zeigten die Mittelwerte neugeborener Zellen pro Schnitt

bei den G-CSF-behandelten Tieren keine signifikanten Unterschiede (Graph 6, p>0,05).

mmm G-CSF-Gruppe
Periinfarktzone | &3 Kontroligruppe

40

30 A

20

10 +

Anzahl BrdU-pos. Zellen

Graph 6 - Der Mittelwert der Anzahl gezihlter BrdU-positiver
Zellen pro Kontrolltier (grau) und G-CSF-Tier (schwarz) in der
Periinfarktzone erbrachte keinen signifikanten Unterschied.
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4.3.3 Subventrikulidre Zone (SVZ)

In der Subventrikuldren Zone, welche eine wichtige Rolle bei der Neurogenese spielt (siche
Kap. 2.8), zeigten die stereologischen Analysen der Infarkthemisphére einen signifikanten

Anstieg BrdU-positiver Zellen bei G-CSF-behandelten Tieren (Graph 7, p=0,03).

Subventrikulare Zone (Infarktseite)
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E G-CSF-Gruppe
g 1 —= Kontrollgruppe
c
2
©
N
g 61
o
Y
o)
©
5 4 i —_— T
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Graph 7 - Die Auswertung der SVZ der infarzierten Hemisphére
zeigte signifikant mehr BrdU-positive Zellen bei der G-CSF-
behandelten Gruppe (p=0,03).

Bei der Auszdhlung der nicht-infarzierten Hemisphire wurde kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Behandlungsgruppen ermittelt.

4.3.4 Gyrus Dentatus

Die Analyse des Gyrus Dentatus offenbarte einen weiteren signifikanten Anstieg BrdU-
positiver Zellen (p=0,021) in der Infarkthemisphdre G-CSF-behandelter Tiere im Vergleich
zu Placebo-behandelten Tieren (Graph 8).

32



Ergebnisse

Gyrus Dentatus (Infarktseite)
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Graph 8 — Der Mittelwert der absolut gezihlten BrdU-positiven
Zellen innerhalb des Gyrus Dentatus von Placebo-behandelten
Tieren (Grau) und G-CSF-behandelten Tieren (Schwarz) auf der
Infarkthemisphiire zeigte einen signifikanten Unterschied (p=0,021).

Dieser Unterschied war allerdings auf der nicht-ischdmischen Seite nicht signifikant (Graph 9,

p=0,203).

Gyrus Dentatus (Gesundseite)
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Graph 9 — Der Mittelwert der absolut gezihlten BrdU-positiven
Zellen innerhalb des Gyrus Dentatus von Placebo-behandelten
Tieren (Grau) und G-CSF-behandelten Tieren (Schwarz) auf der
nicht-infarzierten = Hemisphire zeigte keinen signifikanten
Unterschied.
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4.3.5 BrdU-NeuN-Doppelpositivitit

Um den Ursprung dieser neugeborenen Zellen zu erforschen analysierten wir 20 zufillig
ausgewdhlte BrdU-positive Zellen pro Tier und Region auf gleichzeitige NeuN-Markierung,

welche neuronen-spezifisch ist (siche Abbildung 9).

"l-\'.“:.-
- h e

Genuscht

NeulN

Abb. 9 - Identifizierung neugeborener Neurone mittels Immun-
fluoreszenz: Rote Fluoreszenz signalisiert BrdU-Positivitit und somit
neugeborene Zellen (links); Griine Fluoreszenz markiert NeuN-
Posivitit, also Neurone (Mitte). Gleichzeitige Markierung mit beiden
Antikorpern zeigen ausschliefllich neugeborene Neurone (rechts)

Der Prozentsatz dieser doppelt markierten Zellen wurde mit der Gesamtanzahl der gezihlten
BrdU-positiven Zellen dieser Regionen multipliziert, wodurch wir eine hochgerechnete
Aussage iiber die Anzahl doppelpositiver Zellen machen konnten. Da die Menge doppelt-
positiver Zellen sich zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe nicht signifikant
unterschied, schlussfolgerten wir, dass G-CSF keinen neuronenspezifischen Wachstumseffekt
im Periinfarktareal (PI) und der SVZ der nicht-infarzierten Seite (SVZ-KL) besal.
Nichtsdestotrotz zeigte sich die Anzahl neugeborener Zellen, welche sich zu fertigen
Neuronen differenzierten, in der SVZ der infarzierten Hemisphire (SVZ-IPSI) G-CSF-
behandelter Tiere signifikant hoher (Graph 10, p=0,01).
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Graph 10 - Signifikante Unterschiede in der Anzahl doppelpositiver
(NeuN'/BrdU") Zellen zwischen G-CSF-behandelten (schwarz) und
Placebo-behandelten (grau) Tieren zeigten sich in der SVZ der
Infarkthemisphire (SVZ-IPSI), aber nicht in der SVZ der
kontralateralen Hemisphire (SVZ-KL) und dem Periinfarktareal
(PI).
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Die Behandlung mit G-CSF fiihrte bei den alten Ratten zu einer deutlichen Senkung der
Mortalitét zwischen Tag 7 und 15.

Das Infarktvolumen verdnderte sich durch die G-CSF-Behandlung nicht signifikant.

Im Durchschnitt fithrte die G-CSF-Behandlung bei den Tieren zu einer signifikant
verbesserten motorischen Funktion wihrend eines definierten Zeitfensters. Die Tiere erholten
sich im Drehbalkentest frilher und erreichten ein hoheres Endleistungslevel als die
Kontrolltiere. Ein signifikanter Effekt auf die Erholung der bilateralen sensomotorischen
Koordination bestand von Tag 6 bis 28 nach Schlaganfall. Im Schriagflachentest zeigte sich
zudem ein, wenn auch temporir begrenzter, positiver Effekt der G-CSF-Gabe von Tag 6 bis 9.
Das Arbeitsgeddchtnis der Tiere zeigte sich nach G-CSF-Behandlung temporér verbessert. Im
Radialarmtest schnitten die G-CSF-behandelten Tiere signifikant besser ab, allerdings
limitiert auf Tage 6 bis 12 der Behandlung.

Histologisch zeigten die G-CSF-behandelten Tiere im Periinfarktareal keine signifikant
hoheren Zahlen BrdU-positiver Zellen. In der Subventrikuldren Zone konnte insgesamt eine
signifikant groBBere Menge BrdU-positiver Zellen bei den G-CSF-behandelten Tieren
aufgefunden werden. Dieser Behandlungseffekt zeigte sich auf der Infarktseite noch

deutlicher (Beispiel Abbildung 10).

G-CSF-beharndelt
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Abb. 10 - Beispielhafte Darstellung der Doppelfluoreszenz einer
Region der Subventrikuliren Zone einer G-CSF-behandelten Ratte
(links) und der Subventrikuliren Zone einer Placebo-behandelten
Ratte (rechts). Zu Beachten sind deutlich mehr rot fluoreszierende
BrdU-positive Zellen in der SVZ des G-CSF-behandelten Tieres.
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Auch im Gyrus Dentatus présentierte sich ein signifikanter Anstieg BrdU-positiver Zellen in
der Infarkthemisphére in der Gruppe der mit G-CSF behandelten Tiere, jedoch nicht in der

nicht-ischdmischen Hemisphire.
Ein signifikanter Unterschied in der Anzahl von Zellen, welche gleichzeitig mit BrdU und

NeuN angefarbt waren und somit neugeborene Neurone darstellten, zeigte sich ausschlieBlich

in der Subventrikuldren Zone der Infarkthemisphire.

5.2 Diskussion der Methodik

5.2.1 Permanente Transkranielle Okklusion der A. cerebri media (Permanent

Transcranial Middle Cerebral Artery Occlusion; pMCAOQO)

Die permanente transkranielle Okklusion der A. cerebri media mittels Elektrokoagulation
bietet eine in Studien hdufig genutzte Moglichkeit zur reproduzierbaren Auslosung eines
fokalen Schlaganfalls. Generell empfehlen die STAIR-Kriterien (STAIR 1999) sowohl bei
kleinen als auch groflen Tieren zuerst eine permanente MCAO zu untersuchen, bevor
Reperfusionsmodelle (transiente MCAO) getestet werden. In klinischen Studien wurde zudem
gezeigt, dass die Reperfusionsrate nach einem Schlaganfall mit 20% gering ist (Hacke et al.
2005a) und somit die permanente Okklusion der Realitit ndher kommt.

Ein so durchgefiihrtes Tiermodell fiihrt zu einem reproduzierbaren, klar definierten Infarkt im
dorsolateralen zerebralen Kortex und dem darunter liegenden Striatum. Die geschidigten
Areale sind normalerweise fiir die sensomotorische Kontrolle der kontralateralen Vorder- und
Hinterbeinfunktion zustindig (STAIR 1999) und konnen somit durch die von uns
ausgewihlten Verhaltenstests direkt untersucht werden.

Es gibt verschiedene experimentelle Schlaganfallmodelle um reproduzierbar fokale cerebrale
Ischdmien hervorzurufen. Populdr ist das sogenannte Fadenmodell, bei dem ein héufig
beschichteter Nylonfaden intraluminal iiber die A. carotis interna bis zur A. cerebri media
vorgeschoben wird und diese somit okkludiert. Ein Vorteil dieser Technik besteht darin, dass
zum einen keine Kraniotomie nétig ist, zum anderen aber vor allem die Moglichkeit zur
spateren Wiedereroffnung des Blutkreislaufes durch Zuriickziehen des Fadens besteht. In
einer Studie von Wang et al. lieB sich mit dem Fadenmodell bei alten Ratten jedoch kein
Infarkt des Versorgungsgebiets der A. cerebri media produzieren (Wang et al. 1995). Zudem

zeigten Aspey et al. in einem Vergleich verschiedener Rattengattungen, dass die in unserer
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Studie verwendete Sprague-Dawley-Gattung beim Fadenmodell vergleichsweise kleine, und
in ihrer Lokalisation sehr variable Infarktareale aufwies (Aspey et al. 2000).

Eine weitere Moglichkeit in dieser Hinsicht stellen photothrombotisch induzierte Lasionen
dar. Hierbei wird ein stark photosensitiver Farbstoff (z.B. Bengal Rosa) systemisch injiziert
und eine spezifische Region der Kalotte belichtet. Von Nachteil ist, dass die dadurch
entstandenen ischdmischen Regionen nur eine kleine Penumbrazone besitzen und die
Methode allgemein nicht physiologisch erscheint (Bacigaluppi et al. 2010).

Eine experimentelle cerebrale Ischdmie kann auch durch thrombembolische Modelle
ausgelost werden. Hierbei werden kleine (<50 um Durchmesser) Mikro- oder groB3e (300-
400um Durchmesser) Makrosphdren in die A. carotis interna gespritzt, welche dann
thrombembolisch Gefille okkludieren. Wenn auch  der  physiologischen
Schlaganfallpathogenese sehr nahe kommend, hat sich diese Methode aufgrund der hohen
Variabilitdt der produzierten Infarktareale bisher trotzdem nicht durchsetzen koénnen
(Bacigaluppi et al. 2010).

Wir entschieden uns letztendlich beziiglich unserer Studie fiir die transkranielle Okklusion
mittels Elektrokoagulation, weil sie uns die sicherste Methode fiir einen reproduzierbaren, gut
abgrenzbaren und der Pathophysiologie des menschlichen Schlaganfalls am néchsten

kommenden Infarkt bot und wir zudem keiner Reperfusionsmoglichkeit bedurften.

5.2.2 G-CSF-Behandlung

Um mogliche Auswirkungen der téglichen Injektionsprozedur auf das Behandlungsergebnis
zu vermeiden, wurde auch den Tieren der Kontrollgruppe tédglich eine intraperitoneale
Injektion (Kochsalzlosung) gegeben.

Die G-CSF-Gabe wurde erst eine Stunde nach dem Wiedereroffnen des Blutkreislaufes, also
insgesamt etwa 2,5 h nach Beginn der Okklusion, begonnen um somit die klinische
Akuttherapie zu simulieren.

Wir wiahlten mit 15 pg/kg Korpergewicht eine niedrige Dosis G-CSF, um einen Vergleich zu
vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe mit dhnlichem Dosierungsschema zu ermoglichen
(Schneider et al. 2006). Zudem war schon zu Beginn unserer Studie gezeigt, dass G-CSF in
niedriger Dosierung auch klinisch bei Schlaganfallpatienten sicher erscheint (Sprigg et al.

2006).
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5.2.3 InfarktgroBBenauswertung

Hierzu wurde jeder 20. Gehirnschnitt mit dem Antikorper NeuN angefarbt, welcher
ausschlieBlich ausgereifte, funktionsfahige Neurone markiert. In vorherigen Arbeiten wurde
gezeigt, dass mithilfe von NeuN das Infarktgewebe deutlich identifiziert werden kann (Badan
et al. 2003). Durch volumetrische Auswertungen lieB3 sich die jeweilige InfarktgroBe fiir jedes
Tier ungeféhr berechnen.

In Fachkreisen besteht hingegen noch keine absolute Einigkeit iiber die Aussagekraft der
InfarktgroBe beziiglich eines letztendlichen Benefits fiir das Outcome. Wahrend die einen
argumentieren, dass die Infarktgro3e gut mit neurologischen Defiziten korreliert (Rogers et al.
1997), scheint dies dennoch nicht grundsétzlich der Fall zu sein (Hattori et al. 2000, Reglodi
et al. 2003). Fiir eine bestmogliche Abschitzung des positiven Nutzens einer Therapie nach
einem Schlaganfall sind funktionelle Verhaltenstests von gréerer Bedeutung (Gibson et al.

2005a).

5.2.4 Verhaltenstests

Als Verhaltenstests wurden ausschlieBlich von uns in vorherigen Studien erprobte Versionen
gewihlt, damit die Untersucher Erfahrung in den Testungen hatten. Hierbei wurde darauf
geachtet, dass verschiedene kognitive Leistungen getestet wurden. In diesem Zusammenhang
lag der Schwerpunkt auf Funktionen, welche durch eine Okklusion der A. cerebri media
typischerweise gestort sind:

Der Drehséulentest beurteilt feine sensomotorische Funktionen im MCAO-Modell (Goldstein
1993).

Der Schrigflachentest wurde nach den Erkenntnissen von Rivlin und Tator (Rivlin und Tator
1977) durchgefiihrt, um die Balancefdhigkeit im Stand weitergehend zu analysieren.

Visuelle mnestische Bereiche, welche im Rahmen einer MCAO bei Parietallappenbeteiligung
beeintrichtigt werden, wurden anhand des Radialarmlabyrinths nach Olton und Papas erfasst

(Olton und Papas 1979).

5.2.5 BrdU- und NeuN-Auswertung

Die immunhistochemische Farbung mit BrdU stellt die am weitesten verbreitete Mdglichkeit
zur Darstellung und Identifizierung neugeborener Zellen dar (del Rio und Soriano 1989).
Hierbei baut sich wihrend der Synthesephase des Zellzyklus das BrdU-Molekiil statt der Base
Thymidin in die DNS ein. In diesem Zusammenhang ist wichtig, dass BrdU sich zwar bei der

Teilung von Zellen anreichert, nicht jedoch beim Reparaturvorgang bereits adulter Zellen
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(Cooper-Kuhn und Kuhn 2002). Gleichzeitig farbt man mit BrdU alle Arten neugeborener
Zellen, das heiBit neben Neuronen auch Entziindungszellen, Gliazellen, Astrozyten und
andere. Eine alleinige BrdU-Firbung erlaubt somit nur eine allgemeine Aussage iiber die
Proliferationsmenge des betreffenden Gewebes, aber kein Urteil iiber die Teilungsrate
einzelner Zellarten. Als geeignete Zusatzuntersuchung hat sich die immunhistochemische
Doppelfarbung mit dem neuronalen Marker NeuN bewéhrt (Mullen et al. 1992). Zu Beachten
ist, dass NeuN ausschliellich lebensfdhige, ausdifferenzierte Neurone farbt. Sémtliche
undifferenzierten neuronalen Vorstufen, von welchen im Laufe der Entwicklung zudem ein
erheblicher Prozentsatz stirbt (Biebl et al. 2000), werden also nicht markiert. Neurone bilden
erst nach etwa 10 Tagen NeuN (Cooper-Kuhn und Kuhn 2002). Somit sollte, wie in unserer
Studie geschehen, mindestens dieser Zeitraum nach der letzten BrdU-Gabe abgewartet
werden, bis die Tiere perfundiert werden.

Um einen groftmdglichen Kontrast der Fluoreszenzfarbungen zwischen Zielzellen und
umliegendem Gewebe zu erreichen, wurde in mehreren Probefarbungen fiir beide Antikdrper
die optimale Antikorpertitrierung ermittelt: Fiir BrdU war dies 1:250, fiir NeuN 1:500.
Zusatzlich liegt der Vorteil der in der Arbeit verwendeten monoklonalen Antikérper im
Vergleich zu polyklonalen Antikoérper in ihrer hoheren Spezifitit und somit niedrigeren
Hintergrundfarbung (Pasternak 1997). Durch die Wahl der Fluoreszenzmarkierung mit den
Farben rot, griin und blau, welche sich an unterschiedlichen Enden des Lichtspektrums
befinden, konnten wir einer Uberschneidung der Emissionsspektren vorbeugen.

Die einzelnen Schnitte wurden dann wenige Tage nach der Farbung untersucht, damit die
Ausbleichung der Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrper moglichst gering und bei jedem
Schnitt etwa gleich blieb.

Bei der spiteren Auswertung wurde darauf geachtet, bei jedem Tier nur Gehirnschnitte
zwischen den angegebenen Schnitthhen Bregma 1 mm bis -0,4 mm bei SVZ und

Periinfarktareal, bzw. Bregma 2,6 bis -3,4 beim Gyrus Dentatus, auszuzéhlen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Das letztendliche Ziel der Schlaganfallbehandlung stellt die vollstindige Wiederherstellung
der neurologischen Ausgangsfunktion dar. Jiingste Forschungsprojekte konzentrierten sich
somit nicht nur auf den Schutz von Gehirngewebe sondern vielmehr gleichzeitig auf die
Entdeckung von Mechanismen pharmakologischer Schlaganfalltherapeutika, welche die

Genesung beschleunigen.
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In diese Richtung steuert auch die Erforschung von G-CSF als einem multimodal in das
Schlaganfallgeschehen eingreifenden Faktor. Andere ndher analysierte Wirkstoffe in diesem
Bereich stellen zum Beispiel das hauptsdchlich in der Niere synthetisierte Hormon
Erythropoetin (Brines und Cerami 2005) oder das Geschlechtshormon Ostrogen dar (Suzuki
et al. 2009, Dubal et al. 1998).

In den letzten Jahren wurde G-CSF bereits erfolgreich eingesetzt um bei diversen Arten
experimenteller zerebraler Ischdmien die neurologische Funktion zu verbessern, z.B. nach
transienter Ischdmie bei der Maus (Komine-Kobayashi et al. 2006, Gibson et al. 2005a, Six et
al. 2003, Yanqing et al. 2006) und der Ratte (Shyu et al. 2004, Schneider et al. 2005, Schébitz
et al. 2003), als auch nach permanenter Ischidmie beider Tierarten (Kawada et al. 2006,
Schneider et al. 2006). Zusétzlich lieBen sich in diesen Studien die Verbesserungen der
neurologischen Funktion sowohl kurz- als auch langfristig feststellen.

Ein einschriankender Faktor der vorherigen Studien lag jedoch darin, dass sie alle bei jungen
Tieren durchgefiihrt wurden. Da das Infarktgeschehen bei jungen und alten Individuen
unterschiedliche Verldufe zeigt (Popa-Wagner et al. 1998), lassen sich diese bisherigen
Ergebnisse nicht automatisch auf die statistisch weitaus haufiger betroffenen alten Individuen

iibertragen.

5.3.1 Funktionelles Qutcome

Zum ersten Mal konnte mit unserer Studie eine deutliche Erholung der Lauffunktion
(Drehbalkentest) von alten Tieren iiber die gesamte Testperiode von 28 Tagen gezeigt
werden. Die Erholung koordinativ-motorischer (Schrigflachentest) und kognitiver Funktionen
(Radialarmlabyrinth) zeigte nur einen zeitlich begrenzten signifikant nutzbringenden Effekt
der G-CSF-Behandlung, eingeschriankt auf die ersten zwolf Tage nach der cerebralen
Ischdamie. Dass die signifikanten Verbesserungen der funktionellen Erholung der alten Tiere
in unserer Studie fast ausschlieBlich wihrend dieser Behandlungsphase mit G-CSF auftraten,
steht im Gegensatz zu Studien an jungen Tieren, bei denen die sdmtliche Effekte auch iiber
die Behandlungsphase hinaus zu erkennen waren (Gibson et al. 2005a).

Wir schliefen aus den Ergebnissen, dass zumindest bei alten Tieren ldngere und intensivere
Behandlungsperioden mit G-CSF nétig sein konnten um die nutzbringende Wirkung zu

maximieren.
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5.3.2 Mortalitit
Neben dieser Verbesserung der motorischen und kognitiven Funktion zeigte G-CSF deutlich
positive Langzeiteffekte auf die Mortalitét: Alle 15 Tiere der G-CSF-Gruppe tiberlebten die
gesamte Testperiode, von den 14 Tieren der Placebogruppe starben jedoch drei. Die vorher
zusammengefassten Ergebnisse untermauern Befunde vorangegangener Studien junger
Nagetiere, in denen eine einzelne intravendse G-CSF-Gabe die Mortalitdt nach MCAO senkte
(Gibson et al. 2005a, Six et al. 2003). Generell darf diese iiberlebensverbessernde Eigenschaft
von G-CSF bei alten Individuen als starker Behandlungseffekt interpretiert werden, da es
wohlbekannt ist, dass alte Ratten eine vermehrte Anfalligkeit und hohere Mortalitdtsraten

nach einem Schlaganfall haben (Badan et al. 2003, Zhang et al. 2005).

5.3.3 InfarktgroBe
Verschiedene bisherige Studien berichten, dass die Gabe von G-CSF die endgiiltige

Infarktgrofe nach einem Schlaganfall signifikant reduziert habe (Gibson et al. 2005a, Six et
al. 2003, Schébitz et al. 2003). Ein solcher Effekt konnte in unserer Studie bei alten Ratten
nicht gezeigt werden. Dies konnte an einer zu niedrigen Dosis in unserer Studie liegen,
schlieBlich wurde in oben genannten Studien Dosierungen von 50 bis >60 pg/kg
Korpergewicht statt den in unserer Arbeit verwendeten 15 pg/kg Korpergewicht verwendet.
Fir den Infarkt reduzierenden Effekt wurde aber in Meta-Analysen gezeigt, dass er
dosisabhéingig ist und hohere Dosierungen mit einem stirkeren neuroprotektiven Effekt
einhergehen: Eine Dosiserhohung um 1 pg/kg Korpergewicht reduzierte bei totalen
Dosierungen zwischen 10 und 60 pg/kg Korpergewicht die Infarktgrofle um 0,84%, wenn die
G-CSF-Behandlung innerhalb der ersten sechs Stunden nach Schlaganfall begonnen wurde
und 2,06% wenn die Behandlung mehr als sechs Stunden spéter begonnen wurde (Minnerup
et al. 2008, England et al. 2009).

Hinzu kommt, dass bei einer Nekropsie der verstorbenen drei Ratten der Placebogruppe
besonders grofle Infarkte entdeckt wurden. In unsere Auswertungen der InfarktgroBe gingen
jedoch nur die Gehirne iiberlebender Ratten mit ein, was das vorhandene Ergebnis erkliren
konnte.

Des Weiteren bedingt eine verkleinerte Infarktgréfe auch nicht automatisch ein verbessertes
Outcome. Dies wird an einer bildgebenden Studie von Weber et al. deutlich, welche nach
einem Schlaganfall die magnetresonanztomografisch erfasste Infarktgrofe mit der
letztendlichen neurologischen Funktion verglich. Eine Korrelation der beiden Endwerte

konnte dabei nicht demonstriert werden (Weber et al. 2008).
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5.3.4 Bedeutung des Faktors .. Alter*

Bisherige Daten zeigten, dass die neurologischen Funktionen bei alten Ratten durch
Ischdamien stérker geschiddigt werden als bei jungen Tieren und zudem die Wiedergewinnung
dieser Funktionen begrenzt ist. Dariiber hinaus weisen alte Tiere im Vergleich zu jungen eine
beschleunigte Infarktentwicklung in der ersten Woche nach einem Schlaganfall auf (Popa-
Wagner et al. 2007). Es wurde mehrfach gezeigt, dass die letztendlichen Infarktgrofen alter
Ratten deutlich iiber denen junger Ratten liegen (DiNapoli et al. 2008). Die unterschiedlichen
Voraussetzungen im Schlaganfallgeschehen zwischen den Altersgruppen haben auch
bedeutenden Einfluss auf neurologische Therapieformen. Beispielsweise wurde jiingst in
einer Studie gezeigt, dass die gleichzeitige Gabe von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Typ-1-
Peptid  (=plasminogen-activator-inhibitor-type-1-derived  peptide, EEIIMD) mit
rekombinantem Gewebsplasminogen-Aktivator (rt-PA), einem Wirkstoff welcher aktuell zur
Thrombolyse auf Stroke Units benutzt wird, bei alten Ratten im Gegensatz zu jungen Ratten
keine Verbesserung hinsichtlich des absoluten Infarktvolumens, der Odementstehung oder des
funktionellen Outcomes erbrachte (Tan et al. 2009).

All diese Faktoren zusammen verkomplizieren sicherlich jeden Therapieansatz bei alten

Individuen.

5.4 Diskussion der zu Grunde liecenden Mechanismen

Es kann aufgrund der vorliegenden Daten davon ausgegangen werden, dass G-CSF einen
einzigartigen multimodalen Wirkmechanismus besitzt.

Die Verbesserung der neurologischen Funktion wihrend der Behandlungsphase konnte ein
Anzeichen fiir einen direkten Effekt von G-CSF auf die motorische und kognitive Funktion
sein, also unabhingig von einem Schlaganfall. Dies wire libereinstimmend mit neuesten
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe, in welchen bei einer Gegeniiberstellung von Wildtyp- und G-
CSF-Knockout-Mausen, also M4iusen, welchen mittels Gentechnik das Gen fiir G-CSF
deaktiviert wurde, G-CSF als essentieller Faktor fiir die normale Entwicklung der
Lauffunktionen etabliert wurde (Diederich et al. 2009). Mogliche Mechanismen ldgen hierbei
sowohl in einer relativen Steigerung des Aktivitdtslevels, beispielsweise durch
Hochregulierung von exzitatorischen Glutamat-Rezeptoren oder Herunterregulierung

inhibitorischer GABA-Rezeptoren.
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Genauso kann G-CSF auch durch andere Wirkmechanismen bei einem vorliegenden
Schlaganfall eingreifen und die entstandenen Schidden einer Ischdmie minimieren und

teilweise auch reparieren:

a) Anti-Apoptose
Ein aus therapeutischer Sicht vorrangiges Problem beziiglich der Neurogenese neuronaler
Stammzellen des adulten Gehirns resultiert aus der Tatsache, dass viele der neu gebildeten
Neurone sterben (Darsalia et al. 2005). Hinsichtlich dessen konnten die aus unserer Studie
vorliegenden Ergebnisse dafiir sprechen, dass der zu Grunde liegende Mechanismus der
Funktionsverbesserung nach einem Schlaganfall durch G-CSF durch Inhibition der Apoptose
(Solaroglu et al. 2009) bewirkt wird. Tiefergehende Analysen ergaben, dass dieser Effekt {iber
die Induktion mindestens drei verschiedener Regelkreise zustande kommt: des STAT-3-
Signalwegs (Signal Transducers and Activators of Transcription), des ERK-Signalwegs
(Extrazelluldre Signal-Regulierte Kinase) und des PI3K-Akt-Signalwegs
(Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt) (Schneider et al. 2005).

b) Angiogenese
Ein weiterer Grund fiir das bessere Outcome konnte die in diversen G-CSF-Studien gezeigte
vermehrte Angiogenese sein (Lee et al. 2005, Toth et al. 2008, Thored et al. 2007). Zum einen
wird angenommen, dass G-CSF durch direkte Aktivierung der Endothelialzellen und
Forderung ihrer Proliferation und Migration wirkt (Bussolino 1991). Zum anderen spielt die
Mobilisierung endothelialer Vorlduferzellen aus dem Knochenmark eine wichtige Rolle. G-
CSF mobilisiert aus dem Knochenmark CD34'-Stammzellen, welche auch endotheliale
Vorlduferzellen beinhalten, in die Peripherie. Diese aus dem Knochenmark stammenden
endothelialen Vorlduferzellen haben dann grof8en Anteil an der GefaBBneubildung des Gehirns

nach cerebralen Ischdmien (Lee et al. 2005, Toth et al. 2008).

C) Verminderung der Exzitotoxizitat
Hinzu kommt, dass G-CSF die Fahigkeit zugesprochen wird, nach ischdmischen
Schlaganfillen die schiddigende Exzitotoxizitit zu vermindern indem es die schidlich
iiberhohte Glutamatfreisetzung in der hyperakuten Phase des Schlaganfalls verhindert und
somit neuroprotektive Eigenschaften zeigt. Ein solcher Effekt wurde sowohl in vitro (Schébitz
et al. 2003) als auch in vivo (Han et al. 2008) nachgewiesen. Es wird davon ausgegangen,

dass G-CSF diese Wirkung hauptsdchlich iiber seinen spezifischen Rezeptor G-CSFR
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vermittelt. Han et al. schlagen vor, dass G-CSF aufgrund seiner funktionellen Verwandschaft
mit Erythropoietin auf dhnliche Weise wirken konnte. Erythropoietin wirkt entweder tiber
eine Verminderung der Exozytose von synaptischen Vesikeln oder iiber eine Reduktion der
Kalzium-induzierten Glutamatausschiittung, wahrscheinlich iiber die Aktivierung der

Tyrosinkinase JAK2 (Kawakami et al. 2001).

d) Immunmodulation

Zusiatzlich besitzt G-CSF intrinsische immunmodulatorische Wirkungen. Da ZNS-
Verletzungen das sensible Gleichgewicht zwischen Immunsystem und ZNS stéren und somit
Infektionen begiinstigen (Meisel et al. 2005), konnte die schon bei anderen Krankheitsbildern
(Squadrito et al. 1997) untersuchte immunmodulatorische Wirkung von G-CSF auch in
unserer Studie ein Grund fiir die gesunkene Mortalitét sein. Da die Entziindungsreaktion eine
Hauptursache fiir den Zelltod nach zerebraler Ischdmie darstellt (Leker und Shohami 2002),
wird unter anderem angenommen, dass lokale anti-inflammatorische Effekte von G-CSF
einen Teil der vermittelten Neuroprotektivitit erkldren konnten (Komine-Kobayashi et al.
2006). Hierbei konnte besonders die in Studien belegte Inhibition der induzierbaren NO-
Synthetase wie auch die Reduktion von TNF-a, TGF-B und anderer proinflammatorischer
Zytokine eine grof3e Rolle spielen.

Der endgiiltige Einfluss der Entziindungsreaktion auf das Schlaganfallgeschehen ist letztlich
noch nicht im Detail erkléart. Beispielsweise wird vermutet, dass eine erhohte Anzahl von
Leukozyten durch vermehrte Bindung an Endothelialzellen und somit weiterem Verschluss
von BlutgefiBlen den neuronalen Schaden noch vergroflern kann (del Zoppo 1994). Auf der
anderen Seite zeigt sich jedoch, dass eine verminderte Anzahl von Leukozyten sich auch
negativ auf das funktionelle Outcome auswirken kann (Gibson et al. 2005b).

Insgesamt herrscht die Meinung vor, dass G-CSF die Fahigkeit besitzt in dieses komplexe
Zusammenspiel modulatorisch einzugreifen, das heifit proinflammatorische Faktoren

inhibitorisch zu beeinflussen und umgekehrt (Sevimli et al. 2009).

e) Mobilisation von Stammzellen
Nach G-CSF-Gabe steigt die Anzahl aus dem Knochenmark stammender zirkulierender
Stammzellen (Orlic et al. 2001), welche dann teilweise in die geschiddigten Areale einwandern
(Corti et al. 2002). Wenn auch noch nicht endgiiltig erforscht, so wird doch angenommen,
dass diese hdmatopoetischen Stammzellen in einer Interaktion mit dem ischdmischen Gewebe

trophische Faktoren wie GDNF (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor) und BDNF
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(Brain-Derived Neurotrophic Factor) bilden oder andere Zellen zu deren Produktion anregen
(Shyu et al. 2004), was zu einer besseren Erholung nach zerebralen Ischdmien beitragen

konnte.

f) Neurogenese

Die Neurogenese spielt eine wichtige Rolle fiir das Langzeitergebnis eines Schlaganfalls.
Erkenntnisse iiber die Regulationsmechanismen der Neurogenese haben in den letzten Jahren
betrachtlich zugenommen. Sie scheinen hoch-komplex und mehrschichtig zu sein.

Schon friih wurde gezeigt, dass die Neurogeneserate physiologisch im Laufe des Lebens
abnimmt (Kuhn et al. 1996). Genauso zeigen Erkrankungen wie Depressionen einen deutlich
negativen Effekt auf die Neubildung ausdifferenzierter Neurone. Auch psychischer Stress im
Allgemeinen (Lemaire et al. 2000, Tanapat et al. 2001) und die unter anderem damit
verkniipften adrenalen Steroide (Cameron und Gould 1994) wirken sich hemmend aus.

Auf der anderen Seite regen pharmakologische und nicht-pharmakologische Therapien dieser
Erkrankungen wie Antidepressiva (Malberg et al. 2000) und Tiefenhirnstimulation (Toda et
al. 2008) diese an. Auch freiwillige korperliche Betdtigung (Voluntary Exercise) (van Praag et
al. 1999) und Lernen (Gould und Tanapat 1999) zeigen im Tierversuch einen positiven Effekt.
Eine Steigerung der Neurogeneserate zeigt sich physiologisch nach fokalen zerebralen
Ischdmien erhoht und stellt einen wichtigen endogenen Reparaturversuch des Gehirns dar
(Tureyen et al. 2004). Gleichzeitig ist eine erhohte Neurogeneserate mit einem besseren
Outcome im Langzeitverlauf assoziiert (Darsalia et al. 2005). Aus diesem Grund stellt die
Erforschung neuer neurogenesefordernder  Faktoren  einen  Schwerpunkt  der
Schlaganfallforschung dar. In diesem Zusammenhang kommt Wachstumsfaktoren wie dem
Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor G-CSF eine grof3e Rolle zu (Sehara et al. 2007).
G-CSF induzierte in vorangegangenen Studien sowohl mehr neuronale Progenitorzellen in
subkortikalen Regionen nahe des Infarktareals als auch eine gesteigerte Neurogenese im
Gyrus Dentatus des Hippokampus (Schneider et al. 2005). Obwohl in unserer Arbeit die G-
CSF-Behandlung bei alten Individuen die Anzahl proliferierender Zellen im Gyrus Dentatus
und der Subventrikuldren Zone steigerte, wies im Vergleich nur die SVZ der infarzierten
Hemisphdre nach G-CSF-Gabe gesichert mehr neugeborene Neurone vor. Shyu et al.
suggerierten als mogliche Erkldrung vergleichbarer Funde in ihren Studien hierfiir die
einseitige Schidigung der Blut-Hirn-Schranke und den dadurch selektiven Eintritt

hdmatopoetischer Stammzellen (Shyu et al. 2004) in die ischdmischen Hirnregionen.
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Diskussion

Genauso verbesserte in bisherigen Studien die alleinige oder mit dem Stammzellfaktor (SCF)
kombinierte G-CSF-Gabe wihrend chronischer zerebraler Ischdmie das funktionelle
Outcome, mdglicherweise durch Begilinstigung der Proliferation endogener neuronaler
Stammzellen und Forderung der zytokininduzierten Generation neuronaler Zellen von aus
dem Knochenmark stammenden Zellen (Kawada et al. 2006, Zhao et al. 2007)

Insgesamt konnten die bisher nur bei jungen Tieren dargestellten zellregenerativen Effekte in

der vorliegenden Studie auch bei alten Tieren nachgewiesen werden.
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6 Zusammenfassung und Transfer in klinische Studien

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse unserer Studie somit darauf hin, dass eine
Behandlung alter Ratten mit G-CSF die funktionelle neurologische Wiederherstellung, das
Uberleben nach Schlaganfillen und die Neurogenese wahrscheinlich mittels komplexer,
multimodaler Eingriffe und unterstiitzender zelluldrer Prozesse positiv beeinflusst.

Diese Resultate sind bedeutend fiir zukiinftige Behandlungsstrategien von Schlaganfillen bei
ilteren Patienten. Von besonderem Vorteil fiir den klinischen Einsatz konnte sein, dass das
therapeutische Zeitfenster von G-CSF im Vergleich zur aktuellen Primértherapie ldnger als
4,5 Stunden zu sein scheint (Minnerup et al. 2008).

Bereits jetzt gibt es schon erste klinische Erfolge eines G-CSF-Einsatzes bei
Schlaganfallpatienten zu verzeichnen. In einer Pilotstudie von Sprigg et al. mit einer niedrigen
Dosierung (1 bis 15 ng/kg Korpergewicht) (Sprigg et al. 2006) als auch einer weiteren
klinischen Studie von Shyu et al., zeigte sich, dass eine G-CSF-Behandlung von
Schlaganfallpatienten weder Ischdmie noch Inflammation verstérkte, sondern sich vielmehr
ein positiver Effekt auf die Erholung neurologischer Defizite andeutete (Shyu et al. 2006).
Auch in einer Studie unserer Arbeitsgruppe mit hdherer G-CSF-Dosis (kumuliert bis zu

180 ng/kg Korpergewicht) traten keine negativen Auswirkungen zum Vorschein. Dariiber
hinaus gab es besonders bei Patienten mit gro8en Infarktvolumina Anzeichen fiir ein merklich
verbessertes funktionelles Outcome (Schéabitz et al. 2008).

In der nédchsten Zeit sind nun weitere Studien nétig um das Schema der G-CSF-Behandlung
alter Individuen beispielsweise durch eine Verldngerung der G-CSF-Gabe auf mehr als zwei

Wochen nach Schlaganfall zu optimieren und eine bestmdgliche Dosierung zu ermitteln.
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Landesamt fir Landwirtschaft, Lebensmiftelsicherheit und Fischerei Mecklenburg - Vormpommem

Begriindung

Sachverhalt

Mit 0. g. Schreiben haben Sie die Genehmigung lhres Versuchsvorhabens mit der

Bezeichnung: ~Funktioneile Wiederherstellung nach Schiaganfail
durch Verstirkung der endogenen Neurogenese bei
alten Ratten“

Kurzbezeichnung: »Neurogenesis und Stroke — NGS“

Versuchstierhaltung / Labor fiir molekulare Neurobiologie der Klinik fiir

Versuchsdurchfiihrung: Neurologie der Universitit Greifswald, Eliernholzstr.
1-2, 17489 Greifswald

Verantwortliche Leitung: Herr Prof, Dr. Aurel Popa-Wager

Stelivertretende Leitung: Herr Dr. Michael Sabolek

beantragt. Es wurde von der Tierversuchskommission am 22.10.2008 grundsatziich zur
Genehmigung empfohlen. Die Fragen der Kommission haben Sie auf mein Schreiben vom
28.10.2008 hin am 14.11.2008 beantwortet.

Aus den Griinden

Meine Zustandigkeit fir die Entscheidung Uber lhren Versuchsantrag ergibt sich aus § 3 Nr.
3 des Gesetzes Uber Zustandigkeiten auf dem Gebiet des Tierschutzrechtes (TierSchZG M-
V) in der Fassung der Bekanntmachung vom 28. September 2000 (GVOBI. M-V 2000, 514).

Ihr Vorhaben wird gemaR § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der
Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206) genehmigt und gemaf § 36 Abs. 1
Satz 1 2. Alt. des Landesverwaitungsverfahrensgesetz Mecklenburg-Vorpommern in der
Fassung der Bekanntmachung vom 26. Februar 2004 (GVOBI. M-V, S. 106) mit den o. g.
Nebenbestimmungen verbunden.

Die erteilte Genehmigung umfasst antragsgemall den Einsatz von maximal 73 Sprague
Dawley Raften. Damit folge ich in meiner Entscheidung auch der Empfehiung der
Kommission, die die beantragte Anzahl an Versuchstieren fur erforderlich und lhr
Versuchsvorhaben insgesamt fiir ethisch vertretbar erachtet hat.

Diese Genehmigung gilt antragsgemaR fur den auf Seite 1 genannten Zeitraum. Die
Notwendigkeit der Befristung lhres Versuchsvorhabens ergibt sich aus § 8 Abs. 5 S. 1 des
Tierschutzgesetzes in Verbindung mit Punkt 6.4.3 der Aligemeinen Verwaltungsvorschrift zur
Durchftthrung des Tierschutzgesetzes vom 09. Februar 2000 (BAnz. Beilage Nr. 36a vom
22. Februar 2000). Danach ist die Genehmigung auf héchstens drei Jahre zu befristen. Sie
kann auf formlosen, mit Griinden versehenen Antrag hichstens zweimal um jeweils ein
Jahr veridngert werden.

Der unter Punkt 3 verfugte Widerrufsvorbehalt dient der Beachtung der Vorschriften des
Tierschutzgesetzes. Es soll erreicht werden, dass ein Widerruf dieser Genehmigung
zuldssig ist, wenn die Voraussetzungen des § 8 Abs. 3 des Tierschutzgesetzes nicht mehr
gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb einer von mir gesetzien Frist abgeholfen wird.
Die Genehmigung kann widerrufen werden, wenn ihre Beschrankungen oder Auflagen nicht
eingehalten werden oder Tierversuche entgegen einer tierschutzrechtlichen Norm
durchgefiihrt werden.

Dieser Bescheid ist nicht gebithrenpflichtia, da fir thre Einrichtung die personliche
Gebihrenfreineit gemal § 8 Abs. 1 des Verwaltungskostengeseizes des Landes
Mecklenburg-Vorpommern in der Fassung der Bekanntmachung vom 04. Okiober 1991
(GVOBI. M-V, S. 306} besteht.
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Hinweise

1. Fur die Einhaltung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes sowie der hier erteilten
Nebenbestimmungen ist der in dieser Genehmigung bezeichnete Leiter des
Versuchsvorhabens oder die in dieser Genehmigung bezeichnete Vertretung
verantwortlich.

Jeder beabsichtigte Wechsel des genannten Leiters oder der genannten Vertretung ist
mir zuvor unverziiglich schriftlich zu melden. Die Genehmigung gilt dann weiter, wenn
sie nicht innerhalb eines Monats von mir widerrufen wird.

2. Diese Genehmigung gilt nur fir die Art, Durchfihrung und Dauer der Eingriffe oder

Behandlungen im Umfang des von lhnen beantragten Tierversuchsvorhabens. Jede
beabsichtigte Abweichung vom Antrag einschlieBlich aller Anlagen und Ergénzungen
dazu ist mir zuvor rechtzeitig — Gber den Tierschutzbeauffragten — anzuzeigen. Ohne
Genehmigung diirfen keine Verdnderungen vorgenommen werden.
Anderungen bedarfen nicht der Genehmigung sondern nur der vorherigen Anzeige,
wenn der Zweck des Versuchsvorhabens beibehalten wird, den Versuchstieren keine
starkeren Schmerzen, Leiden oder Schaden entsiehen und auch die Versuchstierzahl
nicht wesentlich erhdht wird.

3. Die nach § 9 a des Tierschutzgesetzes vorgeschriebenen Aufzeichnungen sind
begleitend fur jeden Einzelversuch zu fihren. Sie sind nach amtlichem Muster (Anlage}
vorzunehmen und drei Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens
aufzubewahren.

4. Die im Versuch zu Tode kommenden Tiere sind gemaf® den Grundsétzen der
Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 03.
Oktober 2002 mit Hygienevorschriften fur nicht fur den menschlichen Verzehr bestimmte
tierische Nebenprodukte (ABl. EG L 273/1) iV.m. dem Tierische Nebenprodukte-
Beseitigungsgesetz vom 25. Januar 2004 (BGBI. | S. 82) der Beseitigungspflichtigen
(SecAnim GmbH in Malchin) zu melden und zu Uberlassen. Vor der Beseitigung dirfen
Tierkdrper zu diagnostischen Untersuchungen in tierdrztliche Untersuchungs-
einrichtungen verbracht werden.

5. Auf die Meldepflicht fur Tierversuche nach der Versuchtiermeldeverordnung (nach dem
Muster der Anlagen zu dieser Verordnung fir jedes Kalenderjahr nachtraglich bis
spatestens 31. Marz des Folgejahres) erlaube ich mir hinzuweisen.

5. Ebenso weise ich Sie auf die Straf- und Bullgeldiatbesténde der §§ 17 bis 20 des
Tierschutzgesetzes bei Zuwiderhandlungen gegen dieses Gesetz hin.

ich empfehle lhnen, dieses Genehmigungsschreiben allen an der Versuchsdurchfihrung
beteiligten Personen zur Kenntnis zu geben.

Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe Widerspruch
erhoben werden. Der Widerspruch ist schrifilich oder zur Niederschrift beim Landesami fur
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern,
Thierfelderstr. 18 in 18059 Rostock (Postanschrift: Postfach 10 20 64, 18003 Rostock)
einzulegen.

Mit freundlichen GriaBen
Im Auftrag

/

Dr. Mathias Kyey
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