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1 Der Schlaganfall

1.1 Epidemiologie und sozio6konomische Relevanz des Schlaganfalls

Der Schlaganfall ist weltweit nach kardiovaskularen Erkrankungen die zweithaufigste Todes-
ursache und gilt als eine der Hauptursachen fir lebenslange Behinderung und Pflegebedurf-
tigkeit im Erwachsenenalter(1-4). Allein 2016 verstarben laut Global Burden of Disease
weltweit 5.5 Millionen Menschen an einem Schlaganfall; das entspricht mehr als 10% der
weltweiten Todesfalle(3). Auch in der Bundesrepublik Deutschland stellt der Schlaganfall
nach der koronaren Herzerkrankung die zweithdufigste Todesursache dar (statistisches

Bundesamt: http://www.destatis.de).

Nach einem Schlaganfall sind haufig langerfristige Krankenhausaufenthalte notwendig, ge-
folgt von RehabilitationsmalBnahmen und im Verlauf die lebenslange Betreuung durch eine
Pflegeeinrichtung oder die Familie. In der Bundesrepublik Deutschland ergeben sich mit ei-
ner Inzidenz von mehr als 250.000 pro Jahr Kosten von ca. 7,1 Milliarden Euro pro Jahr fir
die Akutbehandlung bei zusatzlichen etwa 3 Milliarden Euro pro Jahr an Ausgaben fir die
Langzeitbehandlung(5,6). Diese Zahlen belegen eindriicklich auch die hohe soziodkonomi-
sche Relevanz des Schlaganfalls.

Zu den Hauptrisikofaktoren, einen ischamischen oder hamorrhagischen Schlaganfall zu erlei-
den, zahlen arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, erhéhter Taille-Huft-
Quotient, psychosozialer Stress, Depression, erhdhter Alkoholkonsum, kardiale Vorerkran-
kungen, fehlende physische Aktivitdt sowie ein hohes Verhéltnis von Apolipoprotein B zu Al
und eine unausgewogene Ernahrung(7,8).

Aufgrund des demographischen Wandels in den westlichen Industrienationen und der zuneh-
menden Lebenserwartung in Entwicklungsléndern stellen die Pravention und Therapie des
Schlaganfalls epidemiologisch eine der gréf3ten medizinischen Herausforderungen dar und

unterstreichen die Notwendigkeit intensiver Forschung in diesem Bereich(3,5,9,10).


http://www.destatis.de/

1.2 Pathophysiologie

Mit einem Anteil von etwa 85% ist der ischdmische Schlaganfall pathophysiologisch fiihrend,
wohingegen nur ca. 15% aller Schlaganfalle, sogenannte hamorrhagische Schlaganfille,
durch eine Subarachnoidalblutung (SAB) oder eine intrazerebrale Blutung (ICB) verursacht
werden(11).

Am haufigsten treten ischamische Schlaganfélle im Versorgungsgebiet der Arteria cerebri
media (ACM) auf(11-13). Durch thromboembolische oder thrombotische Okklusion einer
zerebralen Arterie kommt es zu einer kritischen Reduktion des zerebralen Blutflusses (CBF)
in dem entsprechenden Versorgungsgebiet und konsekutiv zu einer akuten Beeintrachtigung
des Energiestoffwechsels. Uber komplexe Schadenskaskaden fiihrt die akute Storung des
Energiestoffwechsels schlieBlich zum Gewebsuntergang(14,15). Glutamat-vermittelte
Exitotoxizitat, Periinfarkt-Depolarisation, programmierter Zelltod und Inflammation stellen
pathophysiologisch die wesentlichen Schadensmechanismen beim ischamischen
Schlaganfall dar(14,15). Der Begriff tissue at risk“ oder auch Penumbra (griechisch —
Halbschatten) bezeichnet das den Infarktkern umgebende Hirnparenchym. Hier ist der CBF
relevant reduziert, was zwar zu einer funktionellen Einschréankung fthrt, jedoch ist noch keine
irreversible Zellschadigung eingetreten (daher auch der Ausdruck: ,funktionell still, aber
strukturell intakt”). Die Penumbra kann bei rechtzeitiger Revaskularisierung somit erhalten
und damit die weitere Ausdehnung des Infarktkerns begrenzt werden(14,16,17).

Das Ausmal} der zerebralen Ischamie und die Dynamik sind abhangig von einer Reihe ver-
schiedener Faktoren: der Lokalisation des GefalRverschlusses, dem Vorhandensein und der
Auspragung eines Kollateralkreislaufs, der individuellen vaskularen Anatomie sowie von

systemischen Faktoren.



1.3 Diagnostik und Therapie

Der Schlaganfall ist stets ein medizinischer Notfall und bedarf, auch bei nur leicht ausge-
pragter Symptomatik, immer einer erweiterten Diagnostik und Therapie ohne zeitliche Verzo6-
gerung (,Time is brain®). Bei klinischem Verdacht auf einen Schlaganfall ist daher ein
schnellstmdglicher strukturierter Ablauf von Diagnostik und therapeutischen MaRnahmen ein-
zuleiten.

Die Sicherung und Uberwachung der Vitalparameter des Patienten, Diagnosestellung sowie
die Einleitung therapeutischer MaRnahmen sollten innerhalb der ersten 60 Minuten nach An-
kunft des Patienten erfolgen(18,19). Da das therapeutische Zeitfenster fir
revaskularisierende Interventionen sehr begrenzt ist, halten Schlaganfallzentren spezifische
Ablaufe inklusive der Verfugbarkeit von notfallmaiiger Schnittbildgebung rund um die Uhr
bereit. Auch innerhalb des engen Zeitfensters von 6 Stunden ab Symptombeginn sollte eine
frlhstmdogliche Intervention erfolgen(19-21).

Die optimale Versorgung bei Schlaganfall erfordert ein interdisziplinares Vorgehen von Neu-
rologie, Neuroradiologie, Neurochirurgie sowie der Intensivmedizin. Neben der Anamnese
und Klinischen Untersuchung ist die Schnittbildgebung zur Darstellung des Gehirnparen-
chyms sowie der hirnversorgenden Geféal3e das wichtigste diagnostische Mittel bei Verdacht
auf einen Schlaganfall. Dabei galt die Anwendung der zerebralen Computertomographie
(CT) lange Zeit als Methode der Wahl, um einen ischamischen von einem hamorrhagischen
Infarkt zu differenzieren. Aufgrund der hohen Verflugbarkeit, Schnelligkeit der
Datenaquisition und geringen Kosten wird die CT auch weiterhin haufiger verwendet als die
Magnetresonanztomographie (MRT), obwohl die MRT in der Diagnostik von Schlaganfallen
der CT gegentber klare Vorteile bietet(20,22,23).

Moderne MRT Sequenzen ermdglichen die eindeutige Differenzierung zwischen einem hé-
morrhagischen- und einem ischdmischen Schlaganfall. Im Gegensatz zur CT kann mittels
MRT sowohl das Ausmal’ als auch die Lokalisation einer zerebralen Ischamie hochauflésend

dargestellt werden, insbesondere auch im Bereich des Kleinhirns, des Hirnstamms sowie



kortikal(20,23,24). Vor allem aber ermoglicht die MRT mittels diffusionsgewichteten,
perfusionsgewichteten und FLAIR-Sequenzen bereits frilhzeitig die Differenzierung zwischen
irreversibel geschadigtem Gewebe, dem sogenannten Infarktkern, und der Penumbra, die
bei rechtzeitiger Reperfusion erhalten werden und somit eine weitere Ausdehnung des
Infarktkerns begrenzt werden kann(25,26). Durch die Entwicklung neuerer MRT-Gerate
sowie der Optimierung von Software und den entsprechenden Sequenzen konnte die Dauer
der Bildanfertigung im Rahmen eines Schlaganfallprotokolls auf etwa 10 Minuten reduziert
werden.

Nach Sicherung der Vitalfunktionen und Diagnostik ist die Wiederherstellung der Perfusion
durch mechanische Thrombektomie bei Patienten mit klinisch relevantem neurologischem
Defizit bei einem proximalen arteriellen Gefal3verschluss im vorderen Kreislauf bis zu 6
Stunden nach Auftreten der ersten Symptome die Therapie der Wahl(27). In Abhangigkeit
der Ergebnisse der Schnittbildgebung kann bei bestimmten Patienten eine mechanische
Thrombektomie auch jenseits des Zeitfensters von 6 Stunden sinnvoll sein(28). Innerhalb
eines Zeitfensters von 4,5 Stunden sollten Patienten auch eine systemische Lysetherapie mit
rekombinantem Gewebsplasminogen-Aktivator (rt-PA) erhalten soweit keine Kontraindikatio-
nen dahingehend bestehen (laut aktuellen Leitlinien der deutschen Gesellschaft fir Neurolo-
gie(29)). Da systemische Faktoren, die zu einer Reduktion des Substratangebots in der
Penumbra fihren (Hypotonie, Hypoxie und Hypoglykdmie) oder Faktoren, die den zellularen
Metabolismus steigern (Fieber, Hyperglykdmie oder epileptische Anfélle), die Ausbreitung
des Infarktkerns beschleunigen kénnen und sekundéare Hirnschaden verstarken, ist die
engmaschige Uberwachung auf einer Stroke Unit integraler Bestandteil der Therapie von
Schlaganfallpatienten(21,30).

Ein neurochirurgisches, operatives Vorgehen im Sinne einer Dekompression kommt bei Pati-
enten mit einem grof3en, raumfordernden, sogenannten malignen Schlaganfall zum Einsatz,
wie auch bei ausgedehnten zerebellaren Ischamien. Beide Pathologien kdnnen letztlich zu

einer konservativ nicht beherrschbaren Steigerung des intrakraniellen Drucks fiihren(31,32).



Weiterhin kann eine neurochirurgische Intervention auch bei hAmmorhagischen Infarkten in
Abhangigkeit der Lokalisation indiziert sein(33—36).

Neben neurochirurgischen Interventionen im Rahmen von primar ischamischen Schlaganfal-
len oder intraparenchymatdsen Blutungen spielt die zerebrale Ischamie durch Vasospasmus
nach aneurysmatischer SAB (aSAB) wie auch Schadelhirntrauma in der Neurochirurgie und
neurologischen Intensivmedizin eine wichtige Rolle und ist Gegenstand intensiver interdiszi-

plinarer Forschungsanstrengungen(37-39).
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1.3 Translationaler ,,Roadblock**

Innerhalb der letzten 30 Jahre wurden in der Grundlagenforschung bemerkenswerte Fort-
schritte  im Verstandnis der Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls
erzielt(14,15,40). Trotz intensiver Forschungsanstrengungen und experimentell
neuroprotektiv wirksamer Ansatze und Substanzen mangelt es jedoch weiterhin an klinisch
wirksamen therapeutischen Optionen.
Im Bereich der Schlaganfallforschung wird diese bisher leider wenig erfolgreiche Translation
experimenteller Daten in die Klinik als ,Translational Roadblock” bezeichnet und hat zu ei-
ner kritischen Diskussion Uber die zugrundeliegenden Ursachen gefuhrt(41).

Systematische Ubersichtsarbeiten zur experimentellen Schlaganfallforschung konnten zei-
gen, dass nahezu alle klinisch getesteten Behandlungen nicht in vergleichbaren Populatio-
nen praklinisch untersucht wurden. Dagegen zeigen vereinzelte Studien zum Einfluss von
Komorbiditaten wie Diabetes, Artheriosklerose, artierielle Hypertonie, Adipositas, aber auch
Alter, dass diese nicht nur die Pathophysiologie des Schlaganfalls, sondern auch den poten-

ziellen Nutzen der therapeutischen Intervention relevant beeinflussen(42—-44).

Neben diesen traditionellen, gut belegten vaskularen Risikofaktoren und Komorbiditaten
haben epidemiologische Daten gezeigt, dass auch akuter und chronischer psychosozialer
Stress zu den relevanten Komorbiditaten und dariiber hinaus potentiell modifizierbaren Risi-
kofaktoren des Schlaganfalls zéhlen. Die pathophysiologischen Zusammenhange sind bisher
jedoch nur unzureichend geklart(8,45-48).

Auch Patienten mit depressiven Syndromen weisen ein erhdhtes Schlaganfallrisiko auf(49).
Auf der anderen Seite kdnnen neuropsychiatrische Auffalligkeiten wie Depressionen oder
Angststorungen sich wiederum auch in Folge eines zerebrovaskuldren Ereignisses ent-
wickeln(50-53). Depressionen nach Schlaganfall (PSD) gehoren dabei zu den haufigsten
neuropsychiatrischen Auffélligkeiten und haben einen negativen Einfluss auf den Krankheits-

verlauf und die Erholung des Patienten. PSD ist assoziiert mit einem schlechteren kognitiven
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und funktionellen Ergebnis nach Schlaganfall, einem verlangerten Krankenhausaufenthalt
sowie letztlich auch einer deutlich erhdhten Mortalitat(44,53). Obwohl die PSD zu den
haufigsten neuropsychiatrischen Auffalligkeiten mit folgenschweren negativen Auswirkungen
auf den Patienten und das Gesundheitswesen gehort, ist die PSD bisher nicht gut erforscht.
Neben mangelnden Untersuchungen zum Einfluss von Risikofaktoren und von Komorbidita-
ten auf die Schlaganfallpathophysiologie und das Ergebnis nach Schlaganfall wurden als
weitere relevante Ursachen fir die translationale Blockade das Ausbleiben der Evaluation
von Langzeiteffekten sowie von funktionellen Ergebnissen in praklinischen Studien er-
kannt(54,55).

In den meisten experimentellen Untersuchungen wurde als Outcomeparameter lediglich das
morphologische Lasionsvolumen zu einem frilhen Zeitpunkt (meist 24 Stunden) nach dem
ischamischen Insult bestimmt. Dadurch wurden weder das Langzeitergebnis, noch
regenerative Prozesse, noch der Verlauf spezifischer histologischer Veranderungen
bertcksichtigt. Auch Untersuchungen im Hinblick auf das funktionelle Ergebnis fanden bis
dato nur wenig Beachtung in der experimentellen Schlaganfallforschung und wurden
dementsprechend auch in der praklinischen Evaluation therapeutischer Interventionen oft

nicht berlicksichtigt(54,55).
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1.4  Zielstellung

Der Schlaganfall ist epidemiologisch und soziodkonomisch ein hoch relevantes Krankheits-
bild. Trotz intensiver Forschungsanstrengungen und vielversprechender praklinischer Ansét-
ze sind die friihe Rekanalisation durch mechanische Thrombektomie und/oder systemische
Lyse die derzeit einzige therapeutische Intervention mit nachgewiesener Wirksamkeit.

Ursachlich fir den sogenannten “translationalen Roadblock® sind unter anderem fehlende
Untersuchungen zum Einfluss von Komorbiditaten auf die Pathophysiologie und das Schlag-
anfallergebnis sowie die mangelnde Evaluation von Langzeiteffekten und funktionellen Er-

gebnissen in praklinischen Studien(54,55).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es im ersten Teil den Einfluss von chronischem Stress auf die
Schlaganfallsuszeptibilitdét und das Schlaganfallergebnis zu untersuchen. Weiterhin sollen
Langzeitveranderungen und neuropsychiatrische Auffalligkeiten nach milder fokaler
zerebraler Ischamie mittels Kleintier-MRT, Immunhistochemie, molekularbiologischer
Methoden und Verhaltenstests charakterisiert und untersucht werden.

Um auch die Funktionalitdt und Morphologie der Gefal3e zu untersuchen, war es im zweiten
Teil das Ziel, ein Mausmodell zu entwickeln, welches ein gut etabliertes kortikales
Schlaganfall-Modell mit einem chronischen Schédelfenster kombiniert und so die
longitudinale Intravitalmikroskopie sowie die topische Applikation von Medikamenten

ermoglicht.
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2 Eigene Arbeiten

2.1 Teil A: Untersuchungen zum Einfluss von chronischem Stress auf die
Endothelfunktion und Schlaganfallsuszeptibilitat sowie zu
neuropsychiatrischen  Folgen im experimentellen Schlaganfall-Modell

der Maus

2.1.1 Der Einfluss von chronischem Stress auf die Endothelfunktion und die
Schlaganfallsuszeptibilitat nach experimentellem Schlaganfall
Prinz V*, Balkaya M*, Custodis F, Gertz K, Kronenberg G, Kroeber J, Fink K, Plehm R, Gass P, Laufs U,

Endres M (2011) Stress worsens endothelial function and ischemic stroke via glucocorticoids. Stroke.
2011;42:3258-3264. *equal contribution. DOI: 10.1161/STROKEAHA.110.607705

In epidemiologischen Studien wurden psychosoziale Belastung und chronischer Stress als
wichtige und unabhé&ngige Risikofaktoren fur Schlaganfélle identifiziert(8,56,57). Daruber
hinaus deuten experimentelle Studien darauf hin, dass sowohl chronischer sozialer Stress
als auch erhohte Glucocorticoid(GC)-Spiegel das Ergebnis nach Schlaganfall negativ
beeinflussen konnen(58). Klinische Daten weisen darauf hin, dass Stress die
Endothelfunktion beeintrachtigen kann. Eine eingeschrankte Endothelfunktion wiederum gilt
als einer der Hauptrisikofaktoren ein zerebrovaskuléres Ereignis zu erleiden und ist dartber
hinaus mit einem schlechteren Ergebnis bei zerebrovaskuldaren Erkrankungen
assoziiert(59,60). Die zugrundeliegenden Pathomechanismen sind bisher jedoch nur
unvollstandig verstanden.

Vor diesem Hintergrund haben wir in der vorliegenden experimentellen Arbeit untersucht, ob
chronischer Stress eine endotheliale Dysfunktion auslost und die Anféalligkeit far

Schlaganfalle bei gesunden Mausen erhoht. Mifepristone, ein gut etablierter und in in-vivo-
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Modellen weit verbreiteter GC-Rezeptor-Antagonist, wurde verwendet, um zu testen, ob die
Effekte von Stress durch GC-Rezeptor-Signale vermittelt werden.

Fur diese Fragestellung wurden ménnliche Mause vom Stamm 129SV mit dem GC-Rezep-
tor-Antagonisten Mifepristone oder Vehikel behandelt und 28 Tage einem chronischen
Stress-Paradigma ausgesetzt. Blutdruck und Herzfrequenz wurden kontinuierlich teleme-
trisch erfasst und entsprechend analysiert. Die mRNA- und Proteinexpression der
endothelialen Stickoxidsynthase sowie die Superoxidproduktion wurden quantifiziert. An
Aortenringen wurde die endothelabhangige Vasoreaktivitat bestimmt. Eine transiente, fokale
zerebrale Ischamie wurde mittels 30-mindtigem proximalen Verschluss der ACM induziert
und das Schlaganfallvolumen an histologischen Schnitten quantifiziert. Wir konnten zeigen,
dass chronische Stressexposition zu einem signifikanten Anstieg der Herzfrequenz, einer
Beeintrachtigung der endothelabhangigen Vasorelaxation, verringerten
Stickstoffoxidsynthasespiegeln in  Gehirn und Aorta sowie zu einer erhohten
Superoxidproduktion flihrt. Mause, die chronischem Stress ausgesetzt waren, zeigten
dartber hinaus ein signifikant gré3eres Schlaganfallvolumen zum Zeitpunkt 72 Stunden nach
zerebraler Ischdmie. Diese schwerwiegenden Effekte von chronischer Stress Exposition
wurden durch die Behandlung mit dem GC-Rezeptor-Antagonisten vollstandig aufgehoben.
Zusammenfassend demonstrieren unsere Ergebnisse eindricklich, dass chronischer Stress
zu einer erhdhten Vulnerabilitat bei Schlaganfall fihrt, die wahrscheinlich durch eine GC-Re-

zeptor-vermittelt endotheliale Dysfunktion verursacht wird.
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2.1.2 Exofokale dopaminerge Degeneration als Ziel einer Antidepressiva-

Therapie im Mausmodell der Post-Schlaganfall-Depression

Kronenberg G, Balkaya M, Prinz V, Gertz K, Ji S, Kirste I, Heuser |, Kampmann B, Hellmann-Regen J,
Gass P, Sohr R, Hellweg R, Waeber C, Juckel G, Hortnagl H, Stumm R, Endres M (2012) Exofocal
Dopaminergic Degeneration as Antidepressant Target in Mouse Model of Poststroke Depression.
BPS.1-9.0 DOI: 10.1016/j.biopsych.2012.02.026

Die Depression nach Schlaganfall, auch post stroke Depression (PSD) genannt, gehdrt zu
den haufigen chronischen Langzeitfolgen eines Schlaganfalls und ist von hoher Relevanz im
Hinblick auf die neurologische Erholung sowie das Uberleben nach Schlaganfall(44,49,52).
Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen sind bisher jedoch nur
unzureichend ergriindet(53).

In unserer experimentellen Arbeit konnten wir zeigen, dass eine transiente Ischamie im
Mediastromgebiet zu Anhedonie sowie einem &angstlichen Phanotyp im Mausmodell fihrt.
Diese neuropsychiatrischen Auffalligkeiten gingen einher mit Veranderungen im me-
solimbischen Belohnungssystem. Die fokale zerebrale Ischamie im Mediastromgebiet flhrte
Zu einer verzogerten sekundaren Degeneration dopaminerger Neuronen in der ipsilateralen
Substantia nigra (SN), die von verringerten Dopaminkonzentrationen und einer verringerten
Dopamintransporterdichte begleitet wurde. Weiterhin fanden wir eine erhéhte Expression von
Dynorphin-Boten-RNA im Nucleus accumbens sowie erhdhte Spiegel neurotropher
Faktorproteine im ischamischen Striatum. Die Langzeitbehandlung mit Citalopram, einem
etablierten Antidepressivum, die erst 7 Tage nach dem ischamischen Ereignis begonnen
wurde, kehrte den Verhaltensphdnotyp um und verhinderte die sekundare neuronale
Degeneration im Mittelhirn. Weiterhin flhrte die Antidepressiva-Behandlung zu einer
reduzierten Atrophie des Striatums.

Unsere Ergebnisse charakterisieren ein depressionsahnliches Syndrom nach transienter
Ischamie im Mausmodell und unterstreichen die Bedeutung des dopaminergen Systems fur

die Entwicklung der PSD. Weiterhin kbénnte die Pravention der sekundéaren
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Neurodegeneration durch Antidepressiva ein neues Ziel fur die Schlaganfalltherapie

darstellen.
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2.1.3 Fruhe Detektion einer sekundaren Lasion in der Substantia nigra nach

fokaler zerebraler Ischamie im Mausmodell

Prinz VV*, Hetzer A*, Kronenberg G, Mueller S, Balkaya M, Gertz K, Leithner C, Hoertnagl H, Endres M,
(2015) MRI heralds secondary nigral lesion following middle cerebral artery occlusion in mice: a sec
ondary time window for neuroprotection; J Cereb Blood Flow Metab, 35(12):1903-9. *equal contribution.
DOI: 10.1038/jcbfm.2015.153

Die fokale zerebrale Ischamie im Mediastromgebiet kann in der ipsilateralen Substantia nigra
(SN), obwohl diese von der primaren ischamischen Lasion entfernt liegt, einen verzégerten
neuronalen Zelluntergang auslosen(61,62). Es wird davon ausgegangen, dass diese
sogenannte exofokale postischamische neuronale Degeneration (EPND) den Kklinischen
Verlauf nach Schlaganfall negativ beeinflussen kann(62,63). Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen, sowie insbesondere der zeitliche Verlauf der EPND sind bisher jedoch
nur unzureichend charakterisiert. Dartber hinaus existieren bisher keinen Daten zur EPND
aus einem Mausmodell.

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir daher den zeitlichen Verlauf der EPND mittels
sequentieller 7 Tesla Kleintier-MRT und immunhistologischer Untersuchungen fir bis zu 28
Tage nach 30-minitigem Verschluss der proximalen MCA (MCAO) in einem gut etablierten
Mausmodell. Weiterhin wurden die Auswirkungen einer verzdgert begonnenen Behandlung
mit MK-801 und FK506 auf die Entwicklung der EPND untersucht. Beide Substanzen gelten
als etablierte Neuroprotektiva in der experimentellen Schlaganfallforschung.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass die sekunddre neuronale Degeneration in der
SN innerhalb der ersten Woche nach MCAo auftritt und immunhistologisch durch einen aus-
gepragten Verlust neuronaler Zellen gekennzeichnet ist. Sequentielle MRT Untersuchungen
ergaben transiente MRT-Verédnderungen, die bereits am 4. Tag nach MCAo detektierbar wa-
ren und somit dem histologischen Nachweis der Neurodegeneration vorausgingen. Die Be-
handlung mit MK-801, einer etablierten anti-exzitotoxischen Substanz, bot Schutz gegen

EPND, selbst wenn diese erst mehrere Tage nach dem initialen ischamischen Ereignis
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appliziert wurde, was mit FK506, einer potenten antiinflammatorischen Substanz, nicht der
Fall war.

Unsere Ergebnisse charakterisieren erstmalig MR morphologisch sowie immunhistologisch
den Verlauf der EPND im experimentellen Schlaganfallmodell der Maus. Einhergehend mit
dem Effekt von MK801 konnten wir im experimentellen Schlaganfallmodell ein sekundéres
Zeitfenster fur die verzogerte Neuroprotektion nach Schlaganfall definieren. Das kdnnte ein

vielversprechender Ansatz fir die Entwicklung neuer Therapien sein.
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2.2 Teil B: Intravitalmikroskopie zur longitudinalen Untersuchung der
vaskularen Funktionalitdt und Morphologie nach kortikaler Ischamie

sowie der topischen Applikation von Nicardipin

2.2.1 In-Vivo-Videomikroskopie Uber ein laterales Schéadelfenster nach

kortikaler Ischamie im Mausmodell

Bayerl SH, Nieminen-Kelh& M, Broggini T, Vajkoczy P, Prinz V (2016) Lateral Chronic Cranial
Window Preparation Enables In Vivo Observation Following Distal Middle Cerebral Artery Occlusion in
Mice. Video Link. J Vis Exp: 547013791-547054701. DOI: 10.3791/54701

Nachdem jenseits rekanalisierender Malinahmen jegliche Ansatze, mit dem Ziel in der Akut-
phase des Schlaganfalls medikamentts zu intervenieren, gescheitert sind, konzentriert sich
die Schlaganfallforschung vor allem auf die subakute sowie chronische Phase nach Schlag-
anfall(41). Insbesondere die Schéadigung der vaskularen Einheit stellt nach Schlaganfall
einen entscheidenden Faktor dar. Neuroprotektion und Regeneration durch Protektion und
Widerherstellung der vaskularen Integritdt sind daher sicherlich die vielversprechendsten
Ansatze. Um die Funktionalitdt und Morphologie der Gefal3e zu untersuchen, haben wir ein
Mausmodell entwickelt, welches ein gut etabliertes kortikales Schlaganfallmodell mit einem
chronischen Schéadelfenster kombiniert und so die longitudinale Intravitalmikroskopie er-
mdglicht.

In der vorliegenden Arbeit zeigen wir das neue Modell, das den permanenten distalen MCA
Verschluss mit einem lateralen Schadelfenster kombiniert und so die Méglichkeit der longitu-
dinalen intravitalen Mikroskopie bei Mausen ermdéglicht. In diesem kortikalen Schlaganfall-
modell kdnnen die Blutgefal3e im Schlaganfallgebiet und in der Peri-Infarkt-Region Uber das
chronische Schadelfenster dargestellt werden. Mit Hilfe eines Multi-Fluoreszenz-Epifluores-
zenz-Videomikroskopiesystems kdnnen die Dynamik des Blutflusses und die dynamische
Rekrutierung zirkulierender Zellen visualisiert werden. BlutgefalRe werden durch die Verwen-
dung von fluoreszenzmarkierten Makromolekilen, wie Dextranen oder Albumin, sichtbar ge-
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macht. Die MRT Untersuchungen, die 24 Stunden nach der Isch&mie durchgefiihrt wurden,
zeigen deutlich die ischamische Lasion, die sich unterhalb des chronischen CW befindet,
wahrend nach der SHAM Operation kein verletztes kortikales Gewebe zur Darstellung
kommt. Die MRT nach 24 und 96 Stunden nach permanenter distaler MCAo zeigte keine si-
gnifikante Progression der T2-Hyperintensitaten im Sinne eines Odems. Unsere Ergebnisse
zeigen eine hohe Reproduzierbarkeit der L&sionsvolumina sowie sehr niedrige
Mortalitdtsraten, was insbesondere im Hinblick auf die Untersuchung

von

Langzeitergebnissen hoch relevant ist.
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2.2.2 In-vitro- und In-vivo-Testung  einer  neuartigen Nicardipin-
Applikationsform zur intrakraniellen Anwendung nach

aneurysmatischer Subarachnoidalblutung

Bayerl SH, Ghori, A, Nieminen-Kelhad M, Adage T, Breitenbach J, Vajkoczy P, Prinz V (2019) In vitro
and in vivo testing of a novel local Nicardipine delivery system to the brain, a preclinical study, J
Neurosurg, Jan 25:1-8. DOI: 10.3171/2018.9.JNS173085

Die Behandlung von Patienten mit aSAB stellt trotz des medizinischen Fortschritts und
immenser Forschungsanstrengungen weiterhin eine groRe Herausforderung in der
neurologischen Intensivmedizin dar(39,64,65). Bislang ist der Calciumkanal-Antagonist
Nimodipin das einzige Medikament, das zur Verbesserung der klinischen Ergebnisse nach
aSAB zugelassen ist. In seiner derzeitigen systemischen Darreichungsform ist Nimodipin
jedoch nur eingeschrankt wirksam und verursacht bei einer relevanten Anzahl von Patienten
eine dosislimitierende Hypotonie(66).

Hier testeten wir in vitro die Freisetzungsdynamik einer neuartigen lokalen Applikationsform
des Kalziumkanalblockers Nicardipin (NicaPlant®. Die lokale Gewebereaktion in vivo wurde
unter Verwendung eines chronischen Schadelfenstermodells untersucht. Hierflir wurde ein
gut etabliertes chronisches Schadelfenster in C57BL/6-Méausen prapariert. NicaPlant®-
Stiicke wurden in der Nahe der exponierten GehirngefalRe platziert und das Schadelfenster
mit einem Glas verschlossen. Die Epifluoreszenz-Videomikroskopie wurde direkt nach der
Implantation sowie an den Tagen 3 und 7 nach dem Eingriff durchgefuhrt. Die Auswertung
der in vitro Untersuchungen ergab im Nicardipin-Freisetzungsprofil eine nahezu lineare
Kurve mit einer Freisetzung von etwa 80% an Tag 15 und einer vollstandigen Freisetzung an
Tag 21. Die Epifluoreszenz-in-vivo-Videomikroskopie zeigte einen signifikant erhohten
Durchmesser der arteriellen GefaRe durch NicaPlant®. Ein Einfluss auf die
GefaBpermeabilitat  zeigte sich  nicht. Eine erhohte Leukozyten-Endothel-Zell-
Wechselwirkung durch NicaPlant® konnte nicht nachgewiesen werden. Die histologische
Auswertung zeigte keine strukturellen neuronalen Veranderungen. Ebenfalls wurde keine

Akkumulation oder Aktivierung mikroglialer Zellen beobachtet.
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Zusammenfassend liefert die neuartige Nicardipinformulierung in vitro eine kontinuierliche,
nahezu lineare Freisetzung von Nicardipin Uber einen Beobachtungszeitraum von 21 Tagen.
Die Ergebnisse der in-vivo Untersuchungen bestatigten die Vasoaktivitat und fehlende
Toxizitat der lokalen Nicardipin-Applikationsform im Mausmodell. Die lokale Anwendung
dieser neuartigen Nicardipinformulierung im Rahmen einer chirurgischen
Aneurysmaausschaltung ist ein vielversprechender Ansatz zur Verbesserung der

Patientenergebnisse und Vermeidung systemischer Nebenwirkungen.
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3 Diskussion

Der Schlaganfall ist weltweit nach kardiovaskularen Erkrankungen die zweith&ufigste Todes-
ursache. Die Pravention und Therapie des Schlaganfalls stellt epidemiologisch und sozio6ko-
nomisch eine der grofdten medizinischen Herausforderungen dar(3,5,9,10). Trotz
vielversprechender praklinischer Ansatze ist die fruhe Reperfusion durch mechanische
Thrombektomie und/oder systemische Lyse die derzeit einzige therapeutische Intervention
mit nachgewiesener Wirksamkeit.

Die Wahrnehmung der frustranen Translation praklinisch wirksamer Therapieansatze in klini-
sche Therapiekonzepte hat zu einer intensiven Diskussion in der experimentellen Schlagan-
fallforschung Uber die zugrundeliegenden Ursachen gefiihrt(41). Allgemein wird kritisiert,
dass die meisten Arbeiten, die in experimentellen Schadensmodellen durchgefiihrt wurden,
weder Klinisch relevante Endpunkte noch den Einfluss von Komorbiditdten auf die

Pathophysiologie des Schlaganfalls berlicksichtigt haben(41,67,68).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von chronischem Stress auf die
Schlaganfallsuszeptibilitat und das Schlaganfallergebnis untersucht(69). Darlber hinaus
wurden Langzeitveranderungen und neuropsychiatrische Auffalligkeiten nach milder fokaler,
zerebraler Ischamie multiimodal charakterisiert und der Einfluss einer antidepresiven
Medikation evaluiert(63,70).

Es konnte gezeigt werden, dass chronische Stressexposition zu einer eingeschréankten
Endothelfunktion fuhrt und die Schlaganfallsuszeptibilitat signifikant erhdht(69,71,72). In dem
angewandten Mausmodell induzierte die chronische Stressexposition eine robuste
sympathomimetische Reaktion, die sich in einer signifikanten Erhéhung der Herzfrequenz
wie auch einer erhéhten Aktivitdt der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
widerspiegelte. Das Vorhandensein einer erhéhten SO-Produktion, einhergehend mit einer
Reduktion der eNOS als auch einer eingeschrankten endothelabhangigen Vasorelaxation,

belegen eindeutig das Vorliegen einer stressinduzierten Endothelpathologie. Die Umkehr der
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endothelialen Dysfunktion durch die Gabe von Mifepriston zeigt, dass die unerwinschten
Effekte von chronischem Stress durch GC-Rezeptor Signale vermittelt werden. Die Ergeb-
nisse unserer Studie bringen chronische Stressexposition und die Aktivierung der Hypothala-
mus-Hypophysen-Nebennieren-Achse mit einer stressinduzierten endothelialen Dysfunktion
in Verbindung, was bei fokaler zerebraler Ischamie zu einer erhdhten Vulnerabilitat
fuhrt(59,73). Mit unseren Ergebnissen konnten wir somit zur Klarung wichtiger
pathophysiologischer Zusammenhange Uber den chronischer Stress zu einer erhdhten
zerebrovaskularen Vulnerabilitat fuhrt, beitragen. Obwohl chronischer Stress bisher nicht zu
den traditionellen vaskularen Risikofaktoren zahlt, wird dieser zunehmend als ein Klinisch
relevanter kardio- und zerebrovaskularer Risikofaktor erkannt und auch im Rahmen von
PraventionsmalRnahmen thematisiert(56,74). Das ist insofern hoch relevant, als sowohl
chronischer Stress, wie auch die endotheliale Dysfunktion beeinflussbare Faktoren
sind(40,75-77).

Weiterhin fanden wir in unserer Studie bei den gestressten Mausen einen robusten, reprodu-
zierbaren vaskulédren Phanotyp, gekennzeichnet durch eine signifikant erhéhte Herzfrequenz,
beeintrachtigte endothelabhangige Vasoreaktivitat, reduzierte eNOS mRNA- und Protein-
spiegel in der Aorta und im Gehirn sowie einen Ubermafiigen Anstieg der SO-Produktion in
der Aorta und der Lipidhydroperoxide im Gehirngewebe. Damit stellen wir hier ein gut cha-
rakterisiertes und zuverlassiges Modell zur Verfigung, um den Einfluss von chronischem

Stress beim Schlaganfall weiter zu untersuchen(56,71,72).

Stress wie auch Depression stellen unabhangige Risikofaktoren fir das Auftreten von
Schlaganfallen dar und sind dariiber hinaus mit einem schlechteren Ergebnis nach Schlag-
anfall assoziiert(7,56,76). Andererseits kbnnen sich neuropsychiatrische Veranderungen wie
Angststérungen oder Depressionen auch in Folge eines Schlaganfalls entwickeln(50-53).
Obwohl die PSD eine haufige chronische Komplikation des Schlaganfalls mit hoher Relevanz

fur das Ergebnis und die Mortalitat ist, sind die zugrundeliegenden Pathomechanismen bis-
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her nicht verstanden. Das konnte daran liegen, dass geeignete Modelle weitestgehend feh-
len beziehungsweise bestehende Modelle dahingehend nur schlecht charakterisiert
sind(44,53). Anhand der durchgeflhrten experimentellen Untersuchungen konnten wir
zeigen, dass eine transiente fokale Ischamie im linken Mediastromgebiet zu einem
depressionsahnlichen Syndrom fiihrt, gekennzeichnet durch Angstlichkeit und Anhedonie der
Mause. Einhergehend mit diesem Phé&notyp fanden wir Veranderungen im mesolimbischen
Belohnungssystem im Sinne einer sekundaren Neurodegeneration im ipsilateralen Mittelhirn,
die von verringerten Dopaminkonzentrationen und einer verringerten
Dopamintransporterdichte begleitet wurde. Die verzégert initiierte Behandlung mit einem
etablierten Antidrepressivum zeigte einen positiven Einfluss auf den Verhaltensphénotyp und
verhinderte aufRerdem die Degeneration dopaminerger Neuronen im Mittelhirn. Dabei ist
hervorzuheben, dass hier ein Zeitraum von bis zu 4 Monaten nach dem Schlaganfallereignis
untersucht wurde(63). Unsere Ergebnisse charakterisieren ein depressionsahnliches
Syndrom nach Schlaganfall im Mausmodell und betonen die Bedeutung des dopaminergen
Systems fur die Entwicklung der PSD.

Angetrieben von den Ergebnissen unserer Untersuchungen zur PSD im Mausmodell, insbe-
sondere der verzdgert auftretenden neuronalen Degeneration in der SN, haben wir in einer
Folgestudie den Zeitverlauf der EPND mittels sequenzieller MRT und histologischer Untersu-
chungen fir bis zu 28 Tage nach transienter zerebraler Ischamie in der Maus untersucht.
MRT Verdnderungen im Mittelhirn konnten bereits an Tag 4 nach transienter Ischamie nach-
gewiesen werden und gingen signifikanten histologischen Veranderungen voraus(70). Die
Therapie mit einem etablierten anti-exzitotoxischen Wirkstoff filhrte zu einem Schutz vor
EPND, selbst wenn diese erst Tage nach dem initialen ischamischen Ereignis begonnen
wurde. Mit unseren Arbeiten zu neuropsychiatrischen Verdnderungen im experimentellen
Schlaganfallmodell konnten wir einerseits ein depressionsdhnliches Syndrom im langfristigen
Verlauf charakterisieren. Weiterhin beschreiben wir erstmalig ein zuverlassiges Modell von

EPND in der Maus unter Verwendung eines multimodalen Ansatzes, i.e. Neuroimaging als
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auch Immunhistologie. Das Ansprechen der exofokalen sekundéren Neurodegenration auf
die medikamentdsen Interventionen konnte ein vielversprechendes Ziel fir die Entwicklung
neuer Ansatze fir eine subakute Schlaganfalltherapie darstellen. Thematisch und zeitlich
angelehnt an unsere experimentellen Arbeiten zu PSD und EPND konnte die Arbeitsgruppe
von Prof. Endres auch im Rahmen einer prospektiven klinischen Studie den zeitlichen
Verlauf der EPND charakterisieren. Bei Schlaganfallpatienten war die sekundére nigrale
Neurodegeneration im MRT zwischen Tag 6 und 10 nach Schlaganfall nachweisbar(62).

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein experimentelles Schlaganfallmodell entwickelt, das ein
etabliertes kortikales Schlaganfall-Modell um ein chronisches Schadelfenster erweitert und
so die longitudinale Intravitalmikroskopie als auch die lokale Applikation von Medikamenten
ermdglicht(78,79). Die intravendse Applikation von fluoreszenzmarkierten Makromolekilen
ermdglicht hierbei die Visualisierung von BlutgefaRen. Die Gefalddichte, Dynamik des
Blutflusses als auch die dynamische Rekrutierung zirkulierender Zellen kann mit Hilfe eines
Multi-Fluoreszenz-Epifluoreszenz-Videomikroskopiesystems dargestellt werden(80). Darlber
hinaus kénnen Zell-zu-Zell-Interaktionen mit Hilfe eines konfokalen Dual-Photonen-Laser-
Scanning-Mikroskops bis zu 250um unter der Kortikalisoberflache untersucht werden.
Unsere reprasentativen Ergebnisse zeigen eine hohe Reproduzierbarkeit der Schlaganfall-
Lasionsvolumina und insbesondere im Vergleich zum Schlaganfallmodell mittels proximalen
MCA Verschlusses, was eine Mortalitat von mehr als 50% aufweist, sehr niedrige Mortali-
tatsraten, was insbesondere im Hinblick auf die Untersuchung von Langzeitergebnissen so-
wie regenerativen Prozessen hoch relevant ist(81,82). Im Hinblick auf Klinisch relevante
Parameter muss bei dem angewandten distalen Schlaganfallmodell jedoch beachtet werden,
dass die Sensitivitat von funktionellen Tests hierbei sehr begrenzt ist(54).

Das chronische Schadelfenster zur Langzeitbeobachtung wurde auch genutzt, um die lokale
Anwendung einer neuartigen Darreichungsform des Calziumantagonisten Nicardipin zu
untersuchen. Die topische Applikation von NicaPlant im Mausmodell induzierte keine uner-

winschten Nebenwirkungen wie gesteigerte Inflammation oder Neuronenverlust. Weiterhin
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bietet die neuartige Nicardipinformulierung in vitro eine kontinuierliche, nahezu lineare
Freisetzung von Nicardipin Uber einen Beobachtungszeitraum von 21 Tagen, was auf den
pathophysiologischen Zeitverlauf der aSAB nahezu ideal abgestimmt ist(37,83). Die lokale
Anwendung dieser neuartigen Nicardipin-Dareichungsform nach aSAB ist ein
vielversprechender Ansatz, um den Krankheitsverlauf dieser Patienten zu verbessern.
Unsere experimentellen Vorarbeiten konnten dazu beigetragen, dass aktuell die Sicherheit,
Vertraglichkeit, Wirksamkeit und Pharmakokinetik von NicaPlant® bei Patienten mit aSAB in

einer Phase 2 Studie untersucht wird (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04269408).
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4 Zusammenfassung

Der Schlaganfall ist epidemiologisch und soziobkonomisch ein hochrelevantes Krankheits-
bild. In der vorliegenden Arbeit stellen wir ein gut charakterisiertes und zuverlassiges Modell
zur Verfugung, um den Einfluss von chronischem Stress bei Schlaganfall zu untersuchen.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass chronische Stressexposition lber die Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse zu einer stressinduzierten endothelialen
Dysfunktion fuhrt, was bei Schlaganfall eine erhdhte Vulnerabilitét zur Folge hat.

Weiterhin charakterisieren wir multimodal ein neues Mausmodell fiir die Post-Schlaganfall
Depression, das die mdgliche pathophysiologische Bedeutung von sekundaren
Veranderungen des mesolimbischen dopaminergen Systems hervorhebt. Das Ansprechen
der EPND auf medikamentdse Interventionen kénnte ein vielversprechendes Ziel fur die
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze fir eine subakute Schlaganfallbehandlung
darstellen.

Daruber hinaus wurde ein experimentelles Schlaganfallmodell entwickelt, das ein etabliertes
kortikales Schlaganfall-Modell um ein chronisches Schéadelfenster erweitert und so die
longitudinale Intravitalmikroskopie als auch die lokale Applikation von Medikamenten
ermdglicht. Die Ergebnisse zeigen eine hohe Reproduzierbarkeit der Schlaganfallvolumina
und niedrige Komplikationsraten, was insbesondere im Hinblick auf die Untersuchung von
Langzeitverlaufen sowie regenerativen Prozessen hoch relevant ist. Die GefaRRdichte,
Dynamik des Blutflusses als auch die dynamische Rekrutierung zirkulierender Zellen sowie
Zell-zu-Zell-Interaktionen kénnen mit Hilfe eines Multi-Fluoreszenz-Epifluoreszenz-
Mikroskopiesystems bzw. eines konfokalen Dual-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskops
untersucht werden. In Vorbereitung auf eine klinische Studie, konnten wir das chronische
Schéadelfenster zur Langzeitbeobachtung auch nutzen, um die lokale Anwendung einer
neuartigen Applikationsform (NicaPlant®) des Calziumantagonisten Nicardipin zu
untersuchen. Die topische Applikation von NicaPlant® im Mausmodell fihrte zu keinen uner-

wuinschten Nebenwirkungen und bietet in-vitro eine nahezu lineare Freisetzung von
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Nicardipin Uber einen Zeitraum von 21 Tagen, was auf den pathophysiologischen Zeitverlauf

der aSAB abgestimmt ist.
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