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4.  Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall ist eine der weltweit haufigsten Erkrankung, die hohe Mortalitat
und Morbiditdat verursacht. Die wirksamste zugelassene TherapiemalRnahme ist die
medikament6se oder mechanische Rekanalisation der betroffenen Arterie. Aufgrund des hohen
Blutungsrisikos besteht jedoch ein enges Zeitfenster, so dass die Therapie haufig nicht
angewendet werden kann. Weitere dahnlich wirksame medikament6se Therapien, die auch spater
zum Einsatz kommen kénnten, fehlen bisher. Die Schadigung des zentralen Nervensystems (ZNS)
durch die Ischamie 16st eine Immunreaktion aus, die sowohl mit der zusatzlichen Schadigung des
ZNS wie auch mit der Reparation und Regenerierung des ZNS in Verbindung gebracht wird.
Mikroglia sind ortsstandige Immunzellen im ZNS, die diese Immunreaktion initiieren, steuern und
zudem als Effektorzellen tatig sind. Sie stellen daher ein interessantes Ziel fiir neue Therapien
dar. Ob Mikroglia nach einem ischamischen Schlaganfall das ZNS weiter schadigen oder
protektive Funktionen ausiben, ist aufgrund methodischer Limitationen der experimentellen

Modelle zur Untersuchung der Mikroglia bisher unklar.

In dieser Arbeit verwendeten wir einen CSF-1R Inhibitor in C57BI/6) Mausen um Mikroglia zu
depletieren. Wir untersuchten Gehirn, Milz und Blut mittels Durchflusszytometrie und
Immunhistologie und konnten zeigen, dass Mikroglia depletiert werden. In einem zweiten
Experiment untersuchten wir den Effekt der Mikrogliadepletion im experimentellen
Schlaganfallmodell. Nach erfolgter Mikrogliadepletion und wurde mittels Fadenokklusion der
mittleren zerebralen Arterie eine transiente Ischamie (tMCAO) herbeigefiihrt. Mittels zerebraler
Magnetresonanztomographie (cMRT) evaluierten wir die InfarktgroRen und konnten an Tag 7,
nicht jedoch an Tag 1 und 7, einen signifikanten Unterschied der Infarktvolumina in den
behandelten Mausen beobachten. In den Infarktgebieten der depletierten Mause konnten wir
mittels Immunhistologie und Durchflusszytometrie stark teilungsaktive Mikroglia und
Makrophagen finden. Die lberlebenden Mikroglia und Makrophagen zeigten zudem eine
vermehrte Expression von Arginase-1, was auf eine anti-inflammatorische Funktion hinweisen

konnte.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit die Rolle der Mikroglia in der
Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls und geben Ansatze, um das therapeutische

Potential dieser Zellen fiir die Therapie des ischamischen Schlaganfalls zu nutzen.
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5.  Abstract

Ischemic stroke is one of the leading causes for mortality and morbidity worldwide. The most
effective and approved treatment is pharmacological or mechanical recanalization of the blocked
artery. Since recanalization therapy is only applicable during a short period of time due to the
high risk of bleeding, many patients do not receive this treatment. Unfortunately, equally
effective pharmacological treatment that could be used in later stages of the disease are not
available. Ischemic brain injury triggers a response of the immune system which has been
associated both with adding additional damage to the brain tissue as with initiating repair and
regeneration. Microglia, the resident immune cells of the brain, initiate and regulate this immune
response and aswell play a role as effector cells, thus present a promising target for new
therapies. It is currently under debate whether microglia protect or harm the brain tissue after
an ischemic stroke. Much of this uncertainty is due to methodological limitations of the models

that are used to investigate microglia.

In this study, we used a CSF-1R inhibitor in C57Bl/6J mice to deplete microglia. Using flow
cytometry and immune histology, we show that the inhibitor depletes Microglia. Next, we
examined the effect of the microglia depletion in an experimental stroke model. For this, we
induced a transient cerebral ischemia by occluding the middle cerebral artery (tMCAO) with a
filament in mice that had been treated with the inhibitor. Using cerebral magnetic resonance
imaging we evaluated the effect of microglia depletion on stroke volume and found a significant
difference of stroke volume on day 7 but not on day 1 or 3. Utilizing both flow cytometry and
immune histology we examined the infarct areas of the treated animals and found microglia and
macrophages that were highly proliferative. In addition, we found surviving microglia and
macrophages that expressed arginase-1, hinting for possible anti-inflammatory functions of

these cells.

Taken together, these results highlight the pivotal role of microglia in the pathophysiology of

ischemic stroke and hint for approaches on how to utilize the therapeutic potential of these cells.
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6. Einleitung

6.1. Schlaganfall — Epidemiologie, Therapie und Pathophysiologie
Als Schlaganfall wird der meist plotzlich (,schlagartig”) einsetzende Funktionsausfall von Teilen
des Gehirns, Riickenmarks oder der Retina aufgrund einer Durchblutungsstérung bezeichnet, die

|ll

den Untergang von Neuronen zur Folge hatl. Unter dem Begriff ,Schlaganfall“ werden
ischamische und hdamorrhagische Schlaganfille zusammengefasst, die sich in ihrer Pathologie
und Therapie unterscheiden. Ischamische Schlaganfalle sind durch eine Minderdurchblutung des
betroffenen Hirnabschnitts gekennzeichnet, bei hamorrhagischen Schlaganfallen kommt es
durch eine intrazerebrale Blutung zu einem intrazerebralen Druckanstieg und sekundar zu einer
Minderdurchblutung des Gehirns. Ungefahr 80 % aller Schlaganfille sind ischamisch?.
Ischamische Schlaganfalle konnen vielfiltige Ursachen haben, zu den haufigsten Ursachen zahlen
arterio-arterielle und kardiogene Embolien sowie Stenosen und Verschlisse als Folge von makro-

und mikroangiopathischen Verinderungen der hirnversorgenden GefiRe?3. Die meisten

ischamischen Schlaganfille befinden sich im Versorgungsgebiet der A. cerebri media?.

Ischamische Schlaganfille sind eine der haufigsten Ursachen fiir Mortalitat und Morbiditat
weltweit®. Die Inzidenz ischdmischer Schlaganfille betrug 2015 weltweit 5.4 Millionen Falle, die
Pravalenz 24.9 Millionen. Falle. Weltweit steigen in den letzten Jahren sowohl Inzidenz als auch
Pravalenz an. Die Mortalitat variiert stark in den unterschiedlichen Landern und ist in
Deutschland in den letzten Jahren um 20 % gesunken>®. Trotzdem sind ischdmische Schlaganfille

weiterhin die zweithdufigste Todesursache in Deutschland®.

Die wichtigste therapeutische MaRRnahme zur Behandlung des ischamischen Schlaganfalls ist die
Rekanalisation des verschlossenen GefiRes durch Fibrinolytika oder Katheterintervention®”.
Beide Therapien kommen jedoch nur in der akuten Phase zum Einsatz, die systemische
Thrombolyse z.B. nur innerhalb eines kurzen Zeitfensters bis 4,5 h nach Beginn der Symptome,
da danach das Risiko von schweren Blutungen den zu erwartenden Therapieerfolg Giberwiegt 23
Daher kommen diese Therapien in vielen Fallen nicht zum Einsatz, wodurch die therapeutischen
Optionen bei diesen Patienten stark eingeschrankt sind. Die weitere Therapie des ischamischen
Schlaganfalls richtet sich nach der zugrundeliegenden Atiologie und beinhaltet unter anderem

die Kontrolle von Risikofaktoren und Mafihahmen zur funktionellen Rehabilitation.
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Die unterschiedlichen, oben aufgefiihrten Ursachen fiihren zur Verminderung des zerebralen
Blutflusses im Versorgungsgebiet der betroffenen Arterie. Da es vor allem in den Grenzgebieten
zwischen zwei arteriellen Versorgungsgebieten eine Uberlappende Blutversorgung gibt, sind
nicht alle Bereiche gleichsam von der verminderten Blutzufuhr betroffen. In den zentralen
Anteilen, dem ,Infarktkern”, ist der zerebrale Blutfluss maximal reduziert. Hier kommt es
aufgrund der fehlenden Zufuhr von Glukose und Sauerstoff zu einem Zusammenbruch der
Energieversorgung aller Zellen, der bei ausbleibender Reperfusion zum Zelluntergang durch
Nekrose und Apoptose im betroffenen Gebiet fiihrt®. Die Neuronen als stoffwechselaktivster
Zelltyp im Gehirn gehen dabei als erstes zugrunde, im zeitlichen Verlauf sterben dann auch die
unterschiedlichen Gliazellen. Zwischen den zentralen Anteilen des Schlaganfalls und gesundem
Hirngewebe liegt die sogenannte Penumbra. In diesem Bereich ist die Ischamie weniger stark
ausgepragt und es kommt nicht zu einem sofortigen Zelluntergang. Die Neuronen diesem Bereich
sind geschadigt und dysfunktional, kdénnen sich aber regenerieren und ihre Funktion
wiedererlangen®. Innerhalb der Penumbra laufen nach der Ischdmie verschiedene Prozesse ab,
die die geschadigten und fragilen Neuronen in der Penumbra in den Zelltod treiben kénnen (s.
Abbildung 1). Einer der Prozesse, der sehr frih ablduft, ist die sogenannte glutamaterge
Exzitotoxizitdt. Dabei kommt es aufgrund des Energiemangels zu einem Zusammenbruch des
neuronalen Membranpotentials, was zur neuronalen Glutamatfreisetzung fiihrt. Glutamat 6ffnet
als Neurotransmitter weitere lonenkanale und depolarisiert die umgebenden Neuronen (was in
sogenannten peri-infarziellen Depolarisationen resultiert), wodurch in diesen Neuronen
ebenfalls Glutamat freigesetzt wird. Das in diesem , Teufelskreis” freigesetzte Glutamat bewirkt
in den Neuronen einen starken Kationen- und Wassereinstrom und verursacht so ein
zytotoxisches Odem. Hierdurch kann es zum Anschwellen des gesamten Infarktgebietes
kommen, was die Verdrangung und Schadigung wichtiger Hirnstrukturen zur Folge haben kann.
Das freigewordene Glutamat bewirkt des Weiteren eine starke Erhéhung der intrazelluldren Ca?*
Konzentration, was neben der vermehrten Produktion von Entziindungsmediatoren und freien
Radikalen Uber die Aktivierung von Caspasen in die Apoptose fihrt®. In ihrer Gesamtheit fiihren
diese Prozesse ebenfalls zum Untergang von Neuronen und sind daher ein interessantes Ziel in
der Entwicklung neuer Therapien. Aufgrund der zeitlichen Verzégerung, mit der diese Prozesse
zum Untergang von Neuronen fiihren, konnten diese Therapien vermutlich auch in Patienten
eingesetzt werden, die aufgrund des knappen Zeitfensters bisher keine wirksame Therapie

erhalten kdonnen.
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Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der pathophysiologischen Prozesse in der Penumbra des ischédmischen Schlaganfalls

(Abbildung aus Dirnagl et al. 1999)

Zur Untersuchung des menschlichen Schlaganfalls wurden verschiedene Tiermodelle vor allem in
Ratten und Mausen entwickelt, die auf unterschiedliche Weise eine Ischamie im zentralen
Nervensystem (ZNS) induzieren. Haufig verwendet werden u.a. die chirurgische Okklusion, die
Okklusion mit einem intraarteriellen Faden, die pharmakologisch-induzierte Okklusion und die
photothrombotisch induzierte Ischamie. Die Modelle unterscheiden sich hinsichtlich der Dauer
der Ischamiezeit, der Reperfusionszeit und ihrer Invasivitat und bilden verschiedene Teilaspekte
des menschlichen Schlaganfalls nach, da kein Modell die Vielzahl an Atiologien, Komorbidititen,
Altersdifferenzen und anatomischen Varianten im Menschen in ihrer Gesamtheit nachahmen
kann. Insbesondere der zeitliche Verlauf der neuronalen Schadigung sowie der Reparatur- und
Regenerationsprozesse ist in allen Mausmodellen deutlich kirzer als im humanen Schlaganfall.
Eine der hiufigsten Atiologien und Lokalisationen des humanen ischdmischen Schlaganfalls ist
die fokale Ischamie im Stromgebiet der A. cerebri media, ausgelést durch eine Thromboembolie3.
Das Fadenokklusionsmodell, bei dem im Bereich der A. cerebri media eine transiente Ischamie
und anschlieRende Reperfusion induziert wird, bildet diese Konstellation des humanen
Schlaganfalls gut nach. Fir die Untersuchung der postischamischen Immunreaktion ist dieses
Modell aufgrund der geringen Invasivitat, der relativ ahnlichen Aktivierung des Immunsystems

sowie der Ausbildung einer Penumbra vergleichsweise gut geeignet?©.

Die durch die Ischamie getriggerte Immunreaktion ist ein komplexer Prozess, der in seinem
Ablauf und Funktion nur unvollstandig verstanden ist. Wie auch in anderen ZNS-Pathologien wird
durch die Immunreaktion eine Vielzahl von Funktionen vermittelt, die sowohl protektive wie

13
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auch schadigende Wirkung auf das Hirngewebe haben. So spielt die Immunreaktion nach einem
ischamischen Schaden im ZNS eine wichtige Rolle bei der Regeneration des ischamischen
Gebiets, kann aber auch zur sekundéren VergréRerung des ischdmischen Schadens beitragen?®12,
Die Immunreaktion im Rahmen der ZNS-Ischamie aktiviert alle zellularen und humoralen Anteile
des Immunsystems und ist in einer Vielzahl von Arbeiten untersucht worden®!-13, Den Beginn
der Immunreaktion pragen Mikroglia und hirnstandige Makrophagen, die zum nicht-adaptiven
Teil des Immunsystems gehoren. Sie rekrutieren und regulieren weitere Immunzellen, steuern so
die Immunantwort und sind auch selbst als Effektorzellen tatig!. Als nachste Population von
Immunzellen akkumulieren vor allem neutrophile Granulozyten und Monozyten aus dem Blut.
Neutrophile Granulozyten produzieren reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies und betreiben
Phagozytose, wodurch sie einerseits zur Entfernung von Zelldebris und toxischem Material
beitragen als auch durch die Exazerbation des oxidativen Stresses Neuronen und der Blut-Hirn-
Schranke weiteren Schaden zuftigen'>'®. Murine Monozyten kénnen nach ihrer Expression des
lymphocyte antigen 6¢ (Ly6C) in Ly6C" und Ly6C° Monozyten eingeteilt werden. Ly6C"
Monozyten werden auch als ,inflammatory monocytes” bezeichnet, da sie im Rahmen von
inflammatorischen Prozessen schnell aus dem Blut zum Ort der Schadigung rekrutiert werden
und dort in Effektorzellen wie monozytdare Makrophagen oder dendritische Zellen differenzieren.
Im Rahmen der ZNS-Ischamie kénnen sie die sekundare Schadigung des ZNS verhindern und
tragen zum Regenerationsprozess des ischdmischen Schadens bei'’'8, Ly6C'° Monozyten
verbleiben dagegen liberwiegend im GefaRsystem, wandern am Endothel entlang und werden
deshalb auch ,patrolling monocytes“ genannt. Sie spielen im Allgemeinen beim sogenannten
»remodelling” des geschadigten Gewebes, einer spater stattfindenden Phase der Immunreaktion
eine Rolle, scheinen aber auf den Verlauf der ZNS-Schadigungen keinen Einfluss zu nehmen®2°,
Auch das adaptive Immunsystem ist mit etwas zeitlicher Verzégerung an der Immunreaktion
beteiligt. Unterschiedliche T-Zellpopulationen tragen sowohl zur weiteren Schadigung des
Gewebes durch die Produktion zytotoxischer Mediatoren wie auch zur Einleitung der

Regeneration bei'?.

6.2. Mikrogliareaktionen im experimentellen Schlaganfall
Unter allen an der postischdamischen Immunreaktion beteiligten Immunzellen nehmen Mikroglia
eine zentrale Position ein. Zum einen gehoren sie zu den ersten Zellen, die im Gebiet der

Schadigung akkumulieren und so frih Einfluss auf den Verlauf nehmen kénnen, zum anderen
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sind Mikroglia an der Initiierung, Regulierung und Aufldsung der Immunreaktion beteiligt und
stellen so ein zentrales Steuerungselement der Immunreaktion im ZNS dar. Mikroglia machen
ungefdhr 10 % der gesamten Zellen im ZNS aus und sind die wichtigsten ortsstandigen
Immunzellen im Gehirn?l. Sie gleichen in ihrer Funktion gewebsspezifischen mononukledren
Makrophagen und gehdren zum nicht-adaptiven Immunsystem. Anders als die meisten
Gewebemakrophagen entstammen Mikroglia dem Dottersack, aus dem sie wahrend der
Embryonalentwicklung in das ZNS einwandern??. Wihrend die meisten gewebsspezifischen
Makrophagen in anderen Organen konstant durch einwandernde Monozyten aus dem Blut
erneuert werden, sind Mikroglia langlebige Zellen, die sich eigenstidndig erneuern?3?4, Neben
ihrer Rolle als Immunzellen unterstitzen Mikroglia unter physiologischen Bedingungen die
normale Hirnfunktion. Sie beeinflussen die Bildung von neuronalen Verbindungen, indem sie
redundante Synapsen phagozytieren und Uber trophische Faktoren wie z.B. den brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) das Wachstum von Neuronen und die Formierung neuer synaptischer
Verbindungen férdern?>. Dadurch sind sie fir die normale Entwicklung des Gehirns und

Funktionen wie Gedachtnis und Lernen wichtig >2.

Unter homoostatischen Bedingungen sind Mikroglia gleichmaRig im ZNS verteilt und besitzen
weitreichende, vielfach verzweigte und bewegliche Zellfortsadtze, mit denen sie in engem Kontakt
zu den umliegenden Zellen stehen?’?8, An ihren Zellfortsidtzen exprimieren Mikroglia eine
Vielzahl von Rezeptoren fir Zytokine, Chemokine, Komplementfaktoren, Neurotransmitter und
danger associated molecular patterns (DAMP), mit denen sie ihre Umgebung konstant
Uberwachen?’. Nehmen sie Uber die genannten Rezeptoren eine pathologische Veranderung
wahr, kommt es zu einer als ,Aktivierung” bezeichneten Transformation des Aktivitatszustands
und aus den Uberwachenden Mikroglia werden immunologisch aktive Zellen?'28, Aktivierte
Mikroglia nehmen eine runde, amoboide Form an, verlieren ihre Fortsdtze und bewegen sich in
das Gebiet der Schadigung?®. Neben den morphologischen Veranderungen verandern sich auch
die Funktionen aktivierter Mikroglia. Sie aktivieren weitere Teile des Immunsystems durch die
Produktion verschiedener Zytokine und Chemokine und der Prdsentation von Antigenen. Im
weiteren Verlauf sind sie an der Regulation und Auflosung der Immunreaktion beteiligt. Zudem
sind sie als Phagozyten und durch ihre Funktion, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

(ROS/RNS) zu produzieren, wichtige Effektorzellen des Immunsystems.
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Aus Untersuchungen an Makrophagen ist bekannt, dass das breite Funktionsspektrum nach der
Aktivierung der Zellen entscheidend vom aktivierenden Stimulus gepragt wird. Davon ausgehend
wurden unterschiedliche Funktions- oder Polarisationzustande fir Makrophagen definiert, die
durch die in vitro-Stimulation von Makrophagen mit unterschiedlichen Substanzen induziert
wurden3%3l,  Grundsatzlich  wird  zwischen  pro-inflammatorischen ~ (M1)  und
antiinflammatorischen (M2) Makrophagen unterschieden (s. Abbildung 2)3. Als M1 bezeichnete
Makrophagen werden durch das von Tyl Zytokin Interferon-y (IFN-y), Lipopolysaccharid und toll-
like-receptor 4 (TLR-4) aktiviert und stimulieren das Immunsystem Uber pro-inflammatorisch
wirksame Zytokine wie Tumornekrosefaktor- a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und IL-63%33, Sie
produzieren zudem reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies und Proteasen und vermitteln so
zytotoxische Effekte3%34, Anti-inflammatorische M2 Makrophagen, die je nach Subtyp durch das
Tw2 Zytokin IL-4, IL-10 oder transforming growth factor B (TGF-B) aktiviert werden, lUben eine
Vielzahl von anti-inflammatorischen und die Geweberegeneration begilinstigende Funktionen
aus323>3¢  Sje produzieren anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10, TGF-B und IL-1R
Antagonisten und kénnen so die Entziindungsreaktion hemmen. Durch Phagozytose beseitigen
sie Zelldebris und toxische Stoffe im Gebiet der Schadigung; ein Schritt, der fiir die Einleitung der
Regeneration von entscheidender Bedeutung ist und auf molekularer Ebene unter anderem
durch die vermehrte Expression von Scavengerrezeptoren vermittelt wird. Auch in der daraufhin
einsetzenden Reparatur- und Regenerationsphase spielen Makrophagen eine wichtige Rolle. Im
ZNS stimulieren sie z.B. durch die Produktion von Wachstumsfaktoren wie z.B. BDNF oder IGF-1
die Neurogenese, das axonale Wachstum und die Wiederherstellung von neuronalen
Verbindungen3”:38, Die dichotome Einteilung in pro- und anti-inflammatorische Zellen ist jedoch
in vivo nicht so klar abgrenzbar wie in vitro. Beispielsweise werden Marker fir die
unterschiedlichen Subtypen von einzelnen Zellen parallel exprimiert, so dass die Einteilung in
pro- und anti-inflammatorische Zellen am ehesten die beiden Extreme eines breiten
funktionellen Spektrums darstellen. Zudem sind Mikroglia und Makrophagen sehr plastische

Zellen, die ihre Funktionen der Umgebung anpassen kénnen.

Im Rahmen der ZNS-Ischamie haben Mikroglia und Makrophagen durch die oben dargestellten
Funktionen sowohl neuroprotektive als auch schadigende Effekte auf die Uberlebenden
Neuronen in der Penumbra. Neuroprotektive Effekte wie die Phagozytose von Zelldebris, die

Induktion der Neurogenese durch die Ausschiittung von Wachstumsfaktoren und die Hemmung
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der Immunantwort werden vor allem durch anti-inflammatorisch aktive Mikroglia und
Makrophagen vermittelt. Pro-inflammatorische Mikroglia und Makrophagen konnen
neurotoxische Effekte durch die Produktion von ROS, Phagozytose von Neuronen und der
Produktion von pro-inflammatorischen Molekiilen ausldésen3?. Phagozytose kann sowohl
neuroprotektiv wie auch neurotoxisch wirken. So kann die Phagozytose von geschadigten, aber
noch lebende Neuronen in der Penumbra zu weiterem Zelluntergang flihren, gleichzeitig ist die
Phagozytose von toxischem Zelldebris und pro-inflammatorischen neutrophilen Granulozyten

ein wichtiger Schritt fur die Einleitung der Geweberegeneration3°2,

Makrophage oder Mikroglia

M1 Phénotyp M2 Phinotyp

TNF-
iNOS * Arginase-1
MHCII cD206
L1 Ym-1
IL-6 TGF-B
IL-1
IL-12 0
IL-23
Proinflammatorische Faktoren Debrisbeseitigung via Phagozytose
Oxidativer Stress Produktion von Wachstumsfaktoren
Immunstimulation Hemmen der Entziindung
Axonales Remodelling/Reparatur
Neurogenese und neuronaler Ersatz
Angiogenese und Neovaskularisation
Oligodendrogenese und Remyelinisierung
Wiederherstellung des neurovaskuldren Netzwerks
Abbildung 2: Funktionszustédnde von Mikroglia und Makrophagen in der ZNS-Ischdmie Makrophagen und

Mikroglia kénnen verschiedene Funktionszustidnde einnehmen; Mikroglia produzieren TNF-a, iNOS, verschiedene
pro-inflammatorische Zytokine und hemmen so die Regeneration nach ischémischer ZNS-Schddigung. Mikroglia
exprimieren und produzieren aber auch Arginase-1, TGF-8 sowie verschiedene anti-inflammatorische Zytokine. Sie

stimulieren die Regeneration durch die Phagozytose von toxischen Stoffen, der Produktion von trophischen Faktoren
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und hemmen die Entziindungsreaktion. Mikroglia und Makrophagen kénnen zudem ihren Funktionszustand dndern

(Abbildung gedndert aus Hu et al. 2014)2.

Im Verlauf der ZNS-Ischamie kommen die unterschiedlichen Funktionen von Makrophagen und
Mikroglia zu verschiedenen Zeitpunkten zum Tragen. In einem experimentellen
Schlaganfallmodell konnten Hu et al.** beobachten, dass Mikroglia und Makrophagen im
ischamischen Gebiet in der akuten Phase hauptsachlich M2-Marker exprimieren, diese im
weiteren Verlauf jedoch herunterreguliert werden und die Zellen stattdessen vermehrt M1-
Markern exprimieren. Diese Transition konnte einen wichtigen Angriffspunkt darstellen, um

zusatzlichen Schaden durch die Immunreaktion zu verhindern32.

6.3. Mikrogliadepletionsmodelle

Um die Funktionen von Mikroglia zu untersuchen wurden verschiedene Modelle entwickelt um
Mikroglia zu depletieren, sie weisen jedoch teils erhebliche Limitationen auf***>, So existieren
genetische und pharmakologische Verfahren mit variierender Mikrogliaspezifitdit und
Nebenwirkungen. Das CX3CRIcrefR:iDTR Mausmodell?>% besitzt eine durch Tamoxifen
induzierbare Cre-Rekombinase unter Kontrolle des CX3CR1 Promoters und einen
Diphterietoxinrezeptor (DTR) unter einem ubiquitdr exprimierten Promoter mit einer von loxP
flankierten Stoppkassette, die die Expression des DTR verhindert. CX3CR1 wird im Gehirn
hauptsachlich von Mikroglia und in der Peripherie u.a. von Makrophagen, Monozyten und
dendritischen Zellen exprimiert. Durch Gabe von Tamoxifen wird die Cre-Rekombinase in allen
CX3CR1 exprimierenden Zellen aktiviert: Diese inaktiviert daraufhin die Stoppkassette und férdert
so die Expression des DTR. Die Zellspezifitait flir Mikroglia wird durch Ausnutzen der
unterschiedlichen Lebensspanne von Mikroglia und peripheren Immunzellen erreicht. Die
Ablation der Zellen durch die Gabe von Diphterietoxin (DT) findet 8 Wochen nach der Induktion
der DTR-Expression durch Tamoxifen statt. Zu diesem Zeitpunkt sind alle peripheren Zellen, die
den DTR exprimieren bereits ersetzt und nur die wesentlich langer lebenden Mikroglia
exprimieren noch den DTR. Das Modell zeigt eine hohe Spezifitdat und reduziert Mikroglia um ca.
90 %. Limitationen dieses Modells bestehen durch die Freisetzung von pro-inflammatorischen
Zytokinen, der Induktion einer Entziindungsreaktion im Gehirn und dem Aktivieren von

Astrozyten 254647,

Das CD11b-HSVTK-System ist ein weiteres Depletionsmodell, mit dem Mikroglia unter

Verwendung einer transgenen Mauslinie depletiert werden kénnen*®#°. In diesem wird das fiir
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die Thymidinkinase des Herpes simplex Virus kodierende hsvtk-Gen unter Kontrolle des CD11b
Promoters exprimiert. Bei gleichzeitiger Gabe von Ganciclovir (GCV) entstehen in CD11lb
exprimierenden Zellen durch die Thymidinkinase toxische Metabolite, die in die DNA eingebaut
werden und zum Tod der Zelle fiihren. CD11b wird im Gehirn vor allem von Mikroglia und in der
Peripherie von allen myeloiden Zellen exprimiert. GCV ist myelotoxisch und flihrt zusammen mit
der Eliminierung der CD11b exprimierenden Zellen zu einer letalen Knochenmarksinsuffizienz.
Daher wird nach der GCV-Gabe eine Knochenmarkstransplantation mit Ganzkdrperbestrahlung
durchgeflhrt. In diesem Modell wird die Zahl der Mikroglia nicht reduziert, sondern vielmehr ihre
Aktivierung verhindert. Die Depletion von Mikroglia kann durch eine Modifikation des Modells
erreicht werden, indem GCV intrazerebral mit einer Pumpe verabreicht wird. Dadurch wird eine
Reduktion der Mikroglia um 90% nach 2 Wochen erreicht. Probleme dieses invasiven Modells
sind die Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranke durch die Implantation der GCV-Pumpe und die
Ganzkorperbestrahlung, die zur Infiltration peripherer Immunzellen fihren kann. Auch hier

wurde eine Reaktion der Astrozyten mit nachfolgender Astrogliose beobachtet.

Eine pharmakologische Moglichkeit, Mikroglia zu depletieren, ist die Verwendung von CSF-1R
Inhibitoren. Der colony stimulating factor 1 Rezeptor (CSF-1R) wird durch seine beiden Liganden
CSF-1 und IL34 stimuliert und reguliert die Proliferation, Differenzierung, Chemotaxis und das
Uberleben von Makrophagen und Monozyten®®>!, In der Peripherie wird der Rezeptor von
Makrophagen und Monozyten exprimiert, im ZNS von Mikroglia und einzelnen hippocampalen
Neuronen im ZNS>%52°3, CSF-1 kann von einer Vielzahl von Zellen wie Fibroblasten,
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen selbst produziert werden. Die liber den
CSF-1 Rezeptor vermittelten Wachstumssignale sind entscheidend fiir die Entwicklung von
Mikroglia, so haben CSF-1R /- Mausen keine und CSF-1 */~ Mause eine deutlich reduzierte Anzahl
von Mikroglia??°* . In erwachsenen Mausen ist es durch die Verwendung von CSF-1R Inhibitoren
moglich, diesen Signalweg ohne die Verwendung von transgenen Konstrukten zu untersuchen.
CSF-1R Inhibitoren inhibieren die Autophosphorylierung der mit dem Rezeptor assoziierten
Tyrosinkinase und verhindern so die intrazellulare Signalweiterleitung. In erwachsenen Mausen
induzieren ZNS-géangige CSF-1R Inhibitoren die Apoptose von Mikroglia und eliminieren so
innerhalb von 3 Wochen uUber 90 % aller Mikroglia®=>’. Die Depletion hat keine
Verhaltensanderungen oder kognitive Defizite zur Folge. Effekte auf andere Zellen im ZNS

wurden nicht beobachtet und die Depletion |6ste weder eine Entziindungsreaktion noch eine
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erhéhte Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke aus®’°®. Verinderungen der peripheren
Immunzellen im Blut und in der Milz wurden bisher nicht beobachtet®. Es existieren
unterschiedliche CSF-1R Inhibitoren, die sich in ihrer Spezifitat fir den CSF-1R und ihrer Potenz
unterscheiden. PLX3397 inhibiert neben dem CSF-1R auch die Tyrosinkinase c-KIT und kann daher
potentiell die Himatopoese beeinflussen2. Der in dieser Arbeit benutzte CSF-1R Inhibitor BLZ945
inhibiert in geringem MalSe c-KIT, PDGFR-B und Flt3 (ICso jeweils ca. drei Zehnerpotenzen héher
als fur CSF-1R)°®,

6.4. Fragestellung

Mikroglia sind ortstandige Immunzellen im Gehirn, die die postischamische Immunreaktion im
Rahmen eines ischamischen Schlaganfalls initiieren und steuern. In bisherigen Studien wurden
ihnen sowohl schadigende als auch protektive Funktionen zugeschrieben, so dass ihr
therapeutisches Potential weiterhin unklar ist. Ein Grund dafiir liegt in den vielfdltigen
Limitationen der bisher verwendeten Modelle zur Untersuchung von Mikroglia. Ziel dieser Arbeit
ist es daher, zunachst durch die Verwendung eines CSF-1R Inhibitors Mikroglia zu depletieren
und dieses Depletionsmodell zu charakterisieren. Im nachsten Schritt soll durch die Verwendung

des Depletionsmodells die Rolle der Mikroglia im Ischamiemodell untersucht werden.
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7. Material und Methoden

7.1. Material

7.1.1. Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 1: Reagenzien und Chemikalien

Reagenz/Chemikalie

Hersteller

4‘6’-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

D-(+)-Glukose

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(PBS)

Gibco; Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth; Karlsruhe, Deutschland

FluorSave Reagent®

Merck; Darmstadt, Deutschland

Lyse Puffer BD Pharm LyseTM

BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland

Methylzellulose

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Natriumazid

Roth; Karlsruhe, Deutschland

Normal donkey serum (NDS)

Biozol; Eching, Deutschland

Normal goat serum (NGS)

Biozol; Eching, Deutschland

Paraformaldehyd, reinst

Roth; Karlsruhe, Deutschland

Percoll

GE Healthcare; Little Chalfont, UK

Salzsaure 37 %, reinst

Roth; Karlsruhe, Deutschland

Sucrose

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Tris-Base

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Tris-Hydrochlorid

Roth; Karlsruhe, Deutschland

Triton-X-100 Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Tween 20 Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Tween 80 Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

7.1.2. Medikamente

Tabelle 2: Medikamente
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Medikament

Hersteller

Buprenorphinhydrochlorid

RB Pharmaceuticals Limited; Berkshire, UK

BLZ945 (CSF-1 Rezeptor Inhibitor)

Novartis; Basel, Schweiz

Sevofluran, Sevorane

AbbVie, Wiesbaden, Deutschland

Ketaminhydrochlorid

Pfizer Pharmacia GmbH; Berlin, Deutschland

Lidocain (1%)

B. Braun; Melsungen, Deutschland

Xylazinhydrochlorid

Bayer AG; Leverkusen, Deutschland

7.1.3. Antikorper

Durchflusszytometrie

Tabelle 3: Antikérper Durchflusszytometrie

Antikorper Fluorochrom Klon Hersteller Verdiinnung
a -CD11b PerCP-Cy5.5 M1/70 BD Bioscience 1:200
a -LyeC APC-Cy7 HK1.4 Biolegend 1:200
a-CD115 PE AFS98 Biolegend 1:200
o -F4/80 Brilliant Violet 421 BMS8 Biolegend 1:200
a -MHCII PE-Cy7 M5/114.15.2 Biolegend 1:400
a -CD45 FITC 30-F11 Biolegend 1:200
a-CD11c APC N418 Biolegend 1:200
Fc-Block 93 Biolegend 1:100
(CD16/CD32)

Immunhistochemie

Tabelle 4: Immunhistochemie - Primdrantikérper
Primdrantikorper Host Hersteller Verdiinnung
a-lba-1 rabbit Wako 1:500
a-lba-1 goat Abcam 1:200
a-Ki-67 rabbit Abcam 1:200
Primdrantikorper Host Hersteller Verdiinnung
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a-Arginase | (M-20) goat Santa Cruz 1:200
a-iNOS/NOS Type Il mouse BD Bioscience 1:200
a-CD45 rat BD Bioscience 1:500
a-P2Y12R rabbit Sigma Aldrich 1:200
Tabelle 5: Imnmunhistochemie - Sekunddrantikérper
Sekundarantikérper Hersteller Verdiinnung
Alexa fluor 488 donkey a-rabbit Invitrogen 1:250
Alexa fluor 568 donkey a-goat Invitrogen 1:250
Alexa fluor 488 donkey a-mouse Invitrogen 1:250
Alexa fluor 568 donkey a-goat Invitrogen 1:250
Alexa fluor 647 donkey a-rabbit Invitrogen 1:250
Alexa fluor 568 donkey a-rabbit Invitrogen 1:250
Alexa fluor 488 donkey a-rat Invitrogen 1:250
7.1.4. Puffer und Losungen
Tabelle 6: Puffer und Lésungen
Puffer/Losung Zusammensetzung

4 % PFA/PBS; pH 7,4

1 x PBS; 40 g/I Paraformaldehyd; 2 Pellets NaOH

FACS-Puffer

1 x PBS; 2 % FKS; 2 mM EDTA

TBS; pH 7,4

42 mM Tris HCL; 8 mM Tris Base; 154 mM NaCl

TBST (SDS-PAGE); pH 8,0

10 mM Tris Base; 150 mM NaCl; 0,05 % Tween

7.1.5. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Gerdite und Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

0.2 um Filter

GE Healthcare; Miinchen, Deutschland

0.5-, 1.5-ml Safe-Lock tubes

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

1-, 5-, 20 ml Spritzen

BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland
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Produkt Hersteller

70 pm Cell Strainer BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland
Burker 7 T PharmaScan® 70/16 Bruker BioSpin; Ettlingen, Deutschland

CCD Kamera Vilber; Eberhardzell, Deutschland

Cryostat HM 560 Microm International GmbH; Walldorf, Deutschland
Deckgldschen (24 x 50 mM) Roth; Karlsruhe, Deutschland

Electronic Scale JJ3000 A Waage G&G GmbH; Neuss, Deutschland

Extended Fine Tip NS Alpha Laboratories; Hampshire, England
FACS Canto |l BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland
FACS-Rohrchen BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland
Falcon Tubes (14, 15, 50 ml) BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop DM-RA2 Leica; Wetzlar, Deutschland

Invers Mikroskop Zoom 2000 Leica; Wetzlar, Deutschland

Konfokales Mikroskop TSC, SP5 Leica; Wetzlar, Deutschland

MultiGuard barrier tips Sorenson BioScience; Utah, USA
Multipipette Eppendorf; Hamburg, Deutschland
OptimaTMMax-XP-Ultracentrifuge Beckmann Coulter; Krefeld, Deutschland

pH meter pH100 VWR Internatonal; Darmstadt, Deutschland
Pipettenspitzen Sarstedt; Nimbrecht, Deutschland
Serologische Pipetten 5/10/25 ml BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland
Small Animal Monitoring & Gating SA Instruments; NY, USA

Sterilbank Biowizard Typ KR-130 Kojair Tech Oy; AD Vught, Niederlande
SuperFrost Ultra plus Objekttrager R. Langenbrinck; Emmendingen, Deutschland
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus; Hanau, Deutschland

Zentrifuge Universal 32 R Type 1610 Hettich Zentrifugen; Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge Universal 320 R Typ 1460 Hettich Zentrifugen; Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge Universal 30 F Hettich Zentrifugen; Tuttlingen, Deutschland

7.1.6. Software

Tabelle 8: Software
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Software Hersteller
Analyze 11.0 AnalyzeDirect, Inc.; Lenexa USA
Flowlo TreeStar Inc.; Oregon, USA

GraphPad Prism 6

GraphPad Software, Inc.; CA, USA

Imagel

National Institutes of Health, Maryland, USA

Paravision 5.1 Bruker

BioSpin, Ettlingen, Deutschland
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7.2.  Methoden

7.2.1. Mause
Alle Tierversuche wurden von Frau Dr. Chotima Bottcher unter Einhaltung der geltenden
Tierschutzgesetze durchgefiihrt und vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales des Landes

Berlin (LAGeSo) genehmigt.
Fur alle Experimente wurden C57BI/6J Mause verwendet.

7.2.2. Herstellung und Verabreichung von BLZ945 — Suspension

BLZ945 ist ein kommerziell erhaltlicher CSF-1 Rezeptor Inhibitor (Novartis; Basel, CH). Es wurde
eine Suspension von BLZ945 mit Methylzellulose und Tween 80 hergestellt. Dazu wurde die
Methylzellulose in einem Verhaltnis von 0.5 % Gewicht/Volumen in heiRem Wasser geldst und
Uber Nacht bei 4° C gelagert. Anschliefend wurde Tween 80 in einem Verhaltnis von 0.5 %
Volumen/Volumen hinzugefliigt und gelost. AbschlieBend wurde BLZ945 unter Rihren
hinzugegeben.

Frau Dr. Bottcher hat den Mausen einmal taglich mittels Gavage BLZ945 in einer Dosis von 200
mg/Kg Korpergewicht verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt die gleiche Menge an
Tragersubstanz ohne BLZ945. Im Depletionsexperiment erhielten die Mause 4 bzw. 7 Tage lang
BLZ945/Kontrolllosung, im Depletionsexperiment mit MCAO erhielten die Mause 4 Tage lang vor
und weitere 3 bzw. 7 Tage lang nach Auslésen der Ischamie BLZ945/Kontrolllésung (s. Abbildung
4 und Abbildung 13).

7.2.3. Schlaganfallmodell

Alle Schlaganfallexperimente wurden von Herrn Dr. Fernandez-Klett durchgefiihrt. Wie von
Fernandez-Klett et al. beschrieben>®, wurde zur Modellierung des Schlaganfalls eine transiente
fokale Ischamie durch Okklusion der A. cerebri media ausgel6st. Die Narkose wurde nach der
Narkoseeinleitung wahrend des gesamten Eingriffs mit 1.0 % bis 1.5% Sevofluran in 70% N,O/
30% 03 aufrechterhalten und die Kérpertemperatur mittels Warmeplatte konstant zwischen 37.1
°Cund 37.5°C gehalten. Die linke A. carotis interna wurde aufgesucht und inzisiert. Danach wurde
ein silikonbeschichter Faden in die Arterie eingefihrt und so weit vorgeschoben, bis die A. cerebri
media verschlossen wurde. Die Okklusionszeit betrug 60 min. Nach der Okklusion wurde unter
erneuter Narkose der Faden zurlickgezogen, um die Reperfusion der A. cerebri media zu

gewadhrleisten.
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7.2.4. Klinischer Score und Gewicht
Die Mause wurden mit Beginn des Experiments taglich gewogen. Nach Auslésen der Ischamie
wurde zur klinischen Uberwachung téglich zur gleichen Uhrzeit ein klinischer Score nach der

untenstehenden Tabelle erhoben und die einzelnen Punktwerte summiert. Der minimale

Punktewert betragt 0 (gesund), der maximale Punktewert betragt 8 (schwer betroffen).

Tabelle 9: Klinischer Score

Punkte 0 0,5 (1 Item) — 1 (>1 Item) 1,5 (1 Item) -2 (>1 Item)
Verhalten Wach, Reduzierte Lethargisch, keine
aufmerksam, Aufmerksamkeit, Maus Bewegung nach
reagiert auf zeigt weniger Interesse fir | moderater Stimulation,
Umgebungsreize | Umwelt, nur wenige kein Interesse fir Umwelt
Schritte nach moderater
Stimulation (< 3)

Haltung physiologisch Im GroBen und Ganzen Aufgekrimmter Ricken,
normal, aber etwas unsichere Bewegungen,
unsichere Bewegungen, evtl. Zittern
gelegentlich
Entlastungshaltungen

Haut und Fell glatt, Glanzlos, Fell etwas Struppiges, glanzloses Fell

Haarkleid glanzend und struppig, Keine Fellpflege

anliegend, Fellpflege reduziert

Fellpflege wird

grindlich

ausgefihrt

Augen Physiologisch, Augen offen und klar, aber | Augen fast geschlossen

keine Augenausfluss (seros) bzw zusammengekniffen,

Konjunktivitis Auge macht triiben
Eindruck, Augenausfluss
(seros, gelegentlich
mukas)
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Atmung Normal, keine Seroser Nasenausfluss Verscharfte Atmung,
Auffalligkeiten Nasenausfluss, evtl.
Anzeichen von
Hyperventilation beim

Handling

Um das Tierwohl zu wahren wurden Tiere, die einen Gewichtsverlust von mehr als 20 % des initial
bestimmten Korpergewichts, offensichtliche Schmerzen, anhaltende Apathie Gber 24h nach

MCAO oder epileptische Anfille zeigten, entsprechend der laborinternen SOPs vorzeitig getotet.

7.2.5. Perfusion und Organentnahme

Die Mause wurden von Frau Dr. Béttcher mit einer Mischung aus Ketamin und Xylazin narkotisiert
und nach dem Erléschen der Schmerzreflexe durch eine mediane Inzision die Bauchhdhle
eroffnet. Es erfolgte die Entnahme von 2 mL Blut aus der V. cava zur Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie und nach der Er6ffnung des Brustraums die transkardiale Perfusion einer
4°C kalten PBS Losung. Das entnommene Blut wurde mit Citrat versetzt, um die Gerinnung zu
verhindern. Zur Untersuchung mittels FACS wurde im weiteren Milz und Gehirn prapariert und
entnommen. Bis zur Messung wurden alle Proben in FACS Puffer auf Eis gelagert. Zur
Untersuchung des Gehirns mittels Immunhistochemie wurden vor der Prdparation und

Entnahme des Gehirns 10 mL einer 4°C kalten Paraformaldehydlésung transkardial perfundiert.

7.2.6. Hirnschnitte flr histologische Untersuchungen

Zundachst wurden die Gehirne 48 h in Paraformaldehyd bei 4° C postfixiert. Danach wurden die
Gehirne in Sucrose bei 4° C kryopraserviert. Die Gehirne wurden bei — 50 ° C schockgefroren und
mit Mounting Medium umhiillt. AnschlieBend wurden die Gehirne in koronarer Schnittfihrung
an Positionen 2.80, 1.54, 1.14 und -1.82 nach Bregma geschnitten und jeweils 12 Schnitte mit
einer Schichtdicke von 30 um gesammelt. Die Lagerung erfolgte ,free-floating” in PB und 0.1%

Azid bei 4° C.

7.2.7. Immunhistochemie
Die Gehirnschnitte wurden dreimal in TBS fiir 5 min und anschliefend einmal in TBST fir 15 min
auf dem Schittler gewaschen. Danach erfolgte das Blocken unspezifischer Bindungen mit 10%

NDS oder NGS, entsprechend dem Sekundarantikorper, fir 1 h bei RT auf dem Schittler.
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AnschlieBend wurde die Primarantikorperlosung (s. Tabelle unter Materialien) hinzugegeben und
die Schnitte tiber Nacht bei 4° C auf dem Schiittler inkubiert. Anschliefend wurde dreimal 10 min
in TBS bei RT auf dem Schiittler gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit den
Sekundarantikorpern (s. Tabelle unter Materialien) in 1% NDS / NGS in TBST fiir 2 h bei RT auf
dem Schiittler unter Lichtschutz. Nach erneutem dreimaligem waschen fiir 10 min bei RT in TBS
wurden die Schnitte fiir 3 min mit DAPI (1:10000) inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal fir 5
min bei RT mit TBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte auf den Objekttragern aufgebracht

und mit Fluorsave und einem Deckglas abgedeckt. Die Lagerung erfolgte bei 4° C.

7.2.8. Mikroskopie und Zellquantifizierung

Zur Visualisierung und Quantifizierung der antikorperpositiven Zellen in den histologischen
Schnitten wurde ein Fluoreszenzmikroskop mit einem 40-fachen Objektiv verwendet. Zur
Beurteilung der Kolokalisation von Arginase-1 oder iNOS und Iba-1 wurde ein konfokales

Mikroskop mit einem 40-fachen Objektiv benutzt.

Die Quantifizierung der immunbhistologischen Farbungen erfolgte unter verblindeten
Bedingungen. In Gehirnen ohne Schlaganfall wurden in Kortex, Striatum und Hippocampus
jeweils 8 Bilder aufgenommen. In Gehirnen mit Schlaganfall wurde unabhangig der Infarktgrofe-
und Lokalisation an vorher definierten Bereichen des Kortex, des Striatums und des Hippocampus
jeweils 8 Bilder aufgenommen. Die Zellen wurden anschlieBend manuell mittels Image)

guantifiziert.

7.2.9. Durchlusszytometrie (FACS — Fluorescence-activated cell sorting)

Blut

Zur Lysierung der Erythrozyten wurden 200 pl Blut in einem 50 mL Falcontube mit 5 ml Lysepuffer
versetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, danach die Lyse mit 20 ml FACS Pufferlésung
gestoppt, mit 300 x g fiir 8 min bei 4° C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 1 ml FACS Pufferlésung resuspendiert, davon wurden 100 pl in ein FACS-Rohrchen
transferiert und anschlieRend mit 300 x g fiir 10 min bei 4° C zentrifugiert. Nach dem Verwerfen

des Uberstandes wurde mit dem Firben fortgefiihrt (siehe unten).

Milz
Die entnommene Milz wurde durch einen mit 1 ml PBS angefeuchteten 100 um Nylonfilter in

eine Petrischale gedriickt, anschlieBRend in ein 50 mL Falcontube transferiert und mit 300 x g bei
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4°C fiir 8 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet zur Lysierung von
Erythrozyten in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und fiir 8 min bei RT inkubiert. Danach wurde die
Lyse mit 20 ml FACS Puffer gestoppt, mit 300 x g bei 4°C fiir 8 min zentrifugiert und nach
Verwerfen des Uberstandes das Pellet in 5 ml FACS Puffer resuspendiert. 2-4 Mio Zellen wurden
durch einen 40 um Nylonfilter filtriert, in ein FACS-R6hrchen transferiert und mit 300 x g bei 4°C
fir 8 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde mit dem Firben der Zellen

fortgesetzt (siehe unten).

Gehirn

Nach der Organentnahme wurde das Cerebellum und die Meningen entfernt, das restliche Hirn
grob mit Skalpellen zerkleinert, durch einen mit 1 ml PBS angefeuchteten 70 um Nylonfilter in
ein 15 mL Falcontube gedriickt und anschlieRend mit 300 x g bei 4°C flir 10 min zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 3 ml 35% Percollldsung resuspendiert und
mit 800 x g bei 4°C fiir 25 min ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand und
die Myelinschicht mit einer Pipette entfernt und das Pellet in 1 mL FACS-Puffer resuspendiert, in
ein FACS-Rohrchen transferiert und mit 300 x g bei 4° C fir 8 min zentrifugiert. Nach dem

Verwerfen des Uberstandes wurde mit dem Farben fortgesetzt (siehe unten).
Farbung und Messung der Zellsuspensionen

Zur Blockierung von unspezifischen Antigenbindungen wurden die Proben mit 50 ul einer 1:100
in FACS Pufferlosung verdiinnten a-CD16/CD32 Fc-Blocklésung fur 10 min bei 4° C geblockt.
AnschlieBend wurden 50 pl der Antikoérperlosung (Antikorper und Verdliinnungen s. Tabelle unter
Materialien) hinzugegeben, 20 min bei 4° C inkubiert, anschlieRend in 1 ml FACS Puffer
gewaschen und bei 300 x g, 4° C fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in 200 ul FACS Puffer resuspendiert und anschlieBend in einem FACS Canto Il
Durchflusszytometer vermessen. Wenn eine spatere Messung im Durchflusszytometer erfolgen
sollte, wurden die Zellen mit 100 pl einer 1%igen PFA Losung fir 10 min bei 4°C fixiert,
anschlielend mit 1 ml FACS Puffer gewaschen, mit 300 g bei 4° C fiir 8 min zentrifugiert und nach
Verwerfen des Uberstandes in 200 pl FACS Puffer resuspendiert und danach im
Durchflusszytometer vermessen. Die Analyse der Daten erfolgte mit FlowJo, die Gatingstrategie

ist in Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung 7 (s. 34 ff.) dargestellt.
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7.2.10. Magnetresonanztomographie (MRT)

An Tag 3 und 7 nach Auslésen der Ischamie wurde mittels zerebraler
Magnetresonanztomographie (cMRT) das Infarktvolumen bestimmt. Es wurde ein 7 T Kleintier
MRT (PharmaScan® 70/16, Burker BioSpin) mit einem 1H-RF-20 mm Quadratur-
Volumenresonator (RAPID Biomedical) verwendet. Zur Akquirierung der Daten und
Bildverarbeitung wurde Paravision 5.1 (Burker) verwendet. Zunachst wurden die Mause durch
Inhalation von 2% lIsofluran in 70 % N2O und 30% O, narkotisiert. Nach vollstandiger
Narkotisierung wurden die Mause in der Haltevorrichtung fixiert und die Narkose Uber eine
Inhalationsmaske mit 1.2-1.5 % Isofluran in 70 % N20 und 30 % O aufrechterhalten. Die
Korpertemperatur wurde mit einer Warmematte konstant gehalten, Herz- und Atemfrequenz
kontinuierlich Uberwacht und die Isofluranzufuhr  entsprechend angepasst.
Anhand einer Tripilot-Sequenz (Aufnahmeparameter: Sichtfeld: 2.80 x 2.80 cm, Schichtdicke: 1.0
mm, Schichtorientierung: axial, TE: 3.0 ms, TR: 200 ms, 5 Schichten) wurden die Schichtfiihrung
an die Lage des Schadels angepasst. Danach erfolgte die Aufnahme von T2-gewichteten
TurboRARE Sequenzen im Bereich des Bulbus olfactorius bis zum Kleinhirn (Aufnahmeparameter:
Sichtfeld: 2.56 x 2.56 cm, Schichtdicke: 0.5 mm, Schichtorientierung: axial, TE: 36.0 ms, TR: 4200
ms, 20 Schichten).

7.2.11. Infarktvolumetrie

Zur weiteren Bildanalyse der MRT Bilder wurde das Dateiformat mittels Imagel) konvertiert und
in Analyze 10 (AnalyzeDirect, Inc., Lenexa USA) semiautomatisch die in der T2-Wichtung
hyperintens erscheinende Infarktregion sowie die ipsilaterale und kontralaterale Hemisphare in
jeder Schicht markiert. AnschlieBend wurden die entsprechenden Volumina automatisch mittels
Analyze 10 berechnet. Die GroRe der so bestimmten Infarktvolumina variiert aufgrund des
zusitzlich entstehenden Odems insbesondere bei groRen Infarkten stark und kann weit vom
tatsachlichen Infarktvolumen abweichen. Daher wurden o6demkorrigierte Infarktvolumina
verwendet, die nach folgender Formel berechnet wurden ©°:

HVc + HVi

L =H HVi— (H HVi—L
Ve Vec+ HVi— (HVc+ HVi— LVu) * 2 HVe

LVe - Infarktvolumen mit Odemkorrektur, HVc - Volumen der kontralateralen Hemisphdire,

HVi - Volumen der ipsilateralen Hemisphdre, LVu - Infarktvolumen ohne Korrektur.
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Abbildung 3: Infarktvolumetrie im MRT - Beispielbild eines T2-gewichteten cMRT-Bildes mit Infarkt. Das Infarktareal

ist mit rot, die ipsilaterale Hemisphdre mit griin und die kontralaterale Hemisphdre mit gelb umrandet.

Mause, in denen kein Infarkt nachgewiesen werden konnte (Infarktvolumen <1 mm3) wurden

von der statistischen Analyse ausgeschlossen.

7.2.12. Statistik

Die Mause wurden mit Hilfe von Zufallszahlen in die verschiedenen Gruppen randomisiert.

Wenn nicht anders angegeben sind die Ergebnisse als Mittelwerte + SD dargestellt. Die
verwendeten Tests sind in den jeweiligen Berechnungen angegeben. Alle verwendeten Tests
waren zweiseitig, das Signifikanzniveau auf a=0.05 gesetzt. Als statistisch signifikant wurden
Werte mit p<0,05 angesehen und entsprechend gekennzeichnet. Es wurden keine statistischen
Methoden zur Berechnung der GruppengroBen benutzt, orientierte sich jedoch an den tblichen

GruppengrdRen vergleichbarer Studien®’/61

Alle Berechnungen von statistischen Kenngrofen wurden mit GraphPad Prism 6 durchgefiihrt.
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8.  Ergebnisse

8.1. Mikrogliadepletion durch CSF-1 Rezeptor Inhibitor

Das erste Experiment wurde mit dem Ziel gestaltet, die Vertraglichkeit des Inhibitors zu priifen,
die Depletion der Mikroglia durch den CSF-1 Rezeptor Inhibitor zu bestatigen und zudem
mogliche weitere Effekte auf Immunzellen im Gehirn, der Milz und im Blut aufzudecken. Der

Versuchsablauf fir dieses ,Depletionsexperiment” ist in Abbildung 4 zusammengefasst.

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
4 Tage Inhibitor 7 Tage Inhibitor
FACS, IHC FACS, IHC
N=3 pro Gruppe N=3 pro Gruppe
v v >
0 1 2 3 4 5 6 7 Zeit
Tagliche Gabe von CSF-1 Rezeptor in C57BL/6J Mausen

Inhibitor per Gavage

Abbildung 4: Depletionsexperiment — Ablauf Die Mduse erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor
oder Kontrolllésung per Gavage. Nach 4 bzw. 7 Tagen wurden die Mduse getétet und Gehirn, Milz und Blut mittels
Durchflusszytometrie und Immunhistochemie (nur Gehirn) untersucht. FACS — Durchflusszytometrie, IHC —

Immunhistochemie

8.1.1. FACS-Analyse
Zundchst wurde zur ldentifizierung und Quantifizierung der verschiedenen Immunzellen in
Gehirn, Blut und Milz mittels Durchflusszytometrie die in Abbildung 5, 6 und 7 dargestellten

Gatingstrategien etabliert.
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Abbildung 5: Gatingstrategie Blut In den ersten beiden Gatingschritten wurden Zelldebris und Dubletten

ausgeschlossen. Danach wurden CD45* Zellen selektiert und in einem weiteren Schritt in CD11b* und CD11b" Zellen

unterteilt. Die CD11b" Zellen wurden nach CD11c und MHCII weiter differenziert und eine CD11c MHCII*-Population

(u.a. B-Zellen) und CD11c MHCII Population (u.a. T-Zellen) unterschieden. Die CD11b* Zellen wurden nach Ly6C und

CD115 in Granulozyten (Ly6C"'CD115), Ly6C" Monozyten und Ly6C° Monozyten unterteilt.
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Abbildung 6: Gatingstrategie Gehirn In den ersten 4 Gatingschritten wurden Zelldebris, Mpyelin, Dubletten
ausgeschlossen und CD45* Zellen selektiert. Danach wurden Lymphozyten (CD45"CD11b’), myeloide Zellen
(CD45"CD11b*) und Mikroglia (CD45™CD11b*) identifiziert. Innerhalb der Lymphozyten wurden MHCII*CD11c Zellen
(u.a. B-Zellen) und MHCII*CD11c Zellen (u.a. dendritische Zellen) differenziert. Innerhalb der myeloiden Zellen wurden

CD11c*MHCII* und CD11c*MHCIIT Makrophagen/monozytére dendritische Zellen (M¢) sowie MHCII'CD11c Zellen

differenziert.
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Abbildung 7: Gatingstrategie Milz In den ersten drei Gatingschritten wurden Zelldebris und Dubletten

ausgeschlossen. Danach wurden alle CD45* Zellen selektiert und anschlieSend in CD11b* Zellen und CD11b™ Zellen

unterteilt. Die CD11b" Zellen wurden weiter in CD11c*MHCII* Zellen (u.a. dendritische Zellen) und CD11c MHCII* Zellen

(u.a. B-Zellen) unterteilt. Innerhalb der CD11b* Zellen wurden Granulozyten (Ly6C™CD1157), Ly6C" Monozyten und

eine Ly6CCD115 Population differenziert.
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8.1.2. CSF-1 Rezeptor Inhibitor bewirkt keine Veranderung des Gewichts oder des Verhaltens
In der taglichen Gewichtskontrolle zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen (s.
Abbildung 8). Es fielen keine offensichtlichen Verhaltensdanderungen im taglichen Umgang mit

den Mausen auf.

Gewicht
® Kontrolle

307 B Inhibitor
7 e
E 5
(O]

104

0
Tag 4 Tag 7
Abbildung 8: Depletionsexperiment — Gewicht Die Mduse erhielten téglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor

(respektive Trdgerlésung fiir die Kontrollgruppe) per Gavage fiir 4 beziehungsweise 7 Tage und wurden tdglich vor
der Gavage gewogen (beispielhaft wurden hier die Werte fiir Tag 4 und 7 dargestellt). Die Werte sind dargestellt als

Mittelwert + SD, n=3 pro Gruppe, ungepaarter T-Test, die Gruppen wurden fiir beide Tage getrennt verglichen.

8.1.3. CSF-1 Rezeptor Inhibitor depletiert selektiv Mikroglia

Um die Effizienz des Depletionsmodells zu bestimmen wurden mittels immunhistochemischer
Farbung gegen Iba-1 und durchflusszytometrisch die Mikroglia/Makrophagen identifiziert und
qguantifiziert (siehe Abbildung 9 A und C sowie Abbildung 10 A). Je nach verwendeter
Messmethode zeigte sich nach 4 Tagen eine Reduktion der Mikroglia um 41 %
(Immunhistochemie) bzw. 67 % (Durchflusszytometrie). Nach 7 Tagen betrug die Reduktion 31 %
(Immunhistochemie) bzw. 62 % (Durchflusszytometrie). Die Uberlebenden

Mikroglia/Makrophagen zeigten keine veranderte Morphologie (Abbildung 9C).

In Anbetracht der unvollstandigen Mikrogliadepletion untersuchten wir die lberlebenden
Mikroglia/Makrophagen mittels immunhistochemischer Farbung gegen Ki-67 und Iba-1 auf ihre
Teilungsaktivitdt. In der Inhibitorgruppe befanden sich bis zu 34 % der (berlebenden
Mikroglia/Makrophagen in der Zellteilung, wahrend in den Kontrollgruppen keine mitotisch
aktive Mikroglia/Makrophagen nachzuweisen waren (s. Abbildung 9 B und C). Mittels
Durchflusszytometrie tUberpriften wir die Moglichkeit einer erhdhten Infiltration von peripheren
myeloiden Zellen, die im Trend erkennbar, jedoch nicht signifikant unterschiedlich war (s.

Abbildung 10 B).
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Abbildung 9: Depletionsexperiment - Quantifizierung von Mikroglia  Die Mduse erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1

Rezeptor Inhibitor (respektive Trégerlésung fiir die Kontrollgruppe) per Gavage fiir 4 beziehungsweise 7 Tage. A) Zur
Identifikation und Quantifizierung von Mikroglia wurden Iba-1*DAPI* Zellen gezdhlt. B) Zur Bestimmung der
Zellteilungsaktivitdt wurden Iba-1*Ki-67*DAPI* Zellen gezdhlt. Quantifizierung in je 8 Bildern von Kortex, Striatum und
Hippocampus. C) Beispielbilder, die Pfeile zeigen Iba-1 und Ki-67 doppeltpositive Zellen an. Die Werte sind dargestellt

als Mittelwert + SD, n =3 pro Gruppe, *=p <0.05, **=p <0.01, ungepaarter T-Test.
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Mittels Durchflusszytometrie untersuchten wir weitere Immunzellen im Gehirn, Blut und Milz.
Im Gehirn konnte innerhalb der myeloiden Zellen eine Reduktion der CD11c*MHCII" Zellen
(MHCII" Makrophagen/monozytire dendritische Zellen) nach 4 Tagen sowie eine geringe
Zunahme der CD11c*MHCII* Zellen (MHCII* Makrophagen/monozytare dendritische Zellen) nach
7 Tagen beobachtet werden (Abbildung 10 D-F). Innerhalb der CD11b" Zellen (Lymphozyten) fiel
eine statistisch signifikante, aber geringe Zunahme von MHCII*CD11c* (vor allem dendritische
Zellen) und eine geringe Reduktion von MHCII*CD11c Zellen (vor allem B-Zellen) nach 4 Tagen
auf, die zum zweiten Messzeitpunkt jedoch nicht mehr nachweisbar waren (s. Abbildung 10 G

und H).
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Abbildung 10: Depletionsexperiment - Durchflusszytometrie Gehirn  Die Mduse erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1

Rezeptor Inhibitor (respektive Trdgerlésung fiir die Kontrollgruppe) per Gavage fiir 4 beziehungsweise 7 Tage. Es
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wurde jeweils eine Hemisphdre fiir die Durchflusszytometrie verwendet. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert +

SD, n =3 pro Gruppe, *=p <0.05, **=p <0.01, ungepaarter T-Test.

Im Blut zeigten sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der untersuchten myeloiden und
lymphozytaren Zellen (s. Abbildung 11A-G). Allerdings sieht es so aus, als gabe es eine Reduktion
der Monozyten, die aufgrund der zu geringen Fallzahl jedoch nicht signifikant ist (s. Abbildung 11
D und E).

41



Ergebnisse

CD45* B Kontrolle
j ® Inhibitor
10°4
3 CD11b- CD11b+ A CD11b* B CD11b
- 25 75
4—_
1073 . T
] - _L I o 70
Qo ¢ 15 o E c
(SN (S M
103-; S N 101 s8R ° T I
? 3 B L) t
o d ®
[Tp] 3
q- E 0 55
o, 32
(She Tag 4 Tag 7 Tag 4 Tag 7
T L . . T T T LR |
a0 o 10 10 10°
CD11b—> D Ly6C" Monozyten

cD11b’

Zellen

10”3 Granulozyten

% von CD11b"

u
Ly6C high C Granulozyten _{

CD115+ ] ’{1 I
. 80 T T T T

90
10 T
4 + 0
| Ly6C low g 577 T I 2 x Tag 4 Tag 7
10°4 CD115+ = & o0 E Ly6C'° Monozyten
? 0 ! ® 504 i 2.0
8 3 40 T T T T + 4
s _103_ = 1.5 T
- N ey - Tag 4 Tag 7 o n
100 0 100 10! 10° 23] _I_ T
CD115 —» :I:
1
0.0 T T T T
chlb Tag 4 Tag 7
105'§
] F MHCII- CD11c¢ G MHCII* CD11c
10* 4 MHCII: CD11c-
= If\. 15 45
. °
3 "MHCII+ CD11c- 2 + El
? 077 : . 3. - I 2.
E 2 — o2 ° © 3 95
o o3 g SN =8
o |= G s * - [ I
B
| ARLRARS . . HARE LARM | LRARY | LRARL | 0 T T T T 25 T T T T
103 0 10 'IO4 'IO5
- Tag 4 Tag 7 Tag 4 Tag 7
MHCII —»

Abbildung 11: Depletionsexperiment - Durchflusszytometrie Blut Die Mduse erhielten téglich 200 mg/Kg CSF-1
Rezeptor Inhibitor (respektive Trdgerlésung fiir die Kontrollgruppe) per Gavage fiir 4 beziehungsweise 7 Tage. Es
wurde Blut aus der V. cava inferior untersucht. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert + SD, n =3 pro Gruppe, *=p

<0.05, **=p <0.01, ungepaarter T-Test.

In der Milz zeigte sich eine geringe Reduktion der CD11b* Zellen nach 7 Tagen (Abbildung 12 A).
Die Analyse der CD11lb* Subpopulationen ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede

(Abbildung 12 C-G). Es zeigte sich des Weiteren eine signifikante, aber geringe Zunahme der
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CD11b" Zellen nach 7 Tagen (Abbildung 12 B). Die weitere Analyse der CD11b" Subpopulationen
ergab eine geringe Reduktion von MHCII* Zellen (CD11c* und CD11c), die jedoch nur nach 4
Tagen und nicht nach 7 Tagen nachweisbar war (Abbildung 12 H und I).
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Abbildung 12: Depletionsexperiment - Durchflusszytometrie Milz Die Mduse erhielten téglich 200 mg/Kg CSF-1
Rezeptor Inhibitor (respektive Trdgerlésung fiir die Kontrollgruppe) per Gavage fiir 4 beziehungsweise 7 Tage. Es
wurde die perfusionsgesplilte Milz fiir die Durchlusszytometrie verwendet. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert

+ 5D, n =3 pro Gruppe, *=p <0.05, **=p <0.01, ungepaarter T-Test.
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8.2. Mikrogliadepletion im Schlaganfallmodell

Das zweite Experiment wurde mit dem Ziel gestaltet, die Rolle der Mikroglia in der
Pathophysiologie und Pathogenese der zerebralen Ischamie mit dem im ersten Experiment
charakterisierten Depletionsmodell zu untersuchen. Dazu wurde nach erfolgter Depletion der
Mikroglia mittels CSF-1 Rezeptor Inhibitor eine transiente Ischdamie ausgeldst und anschlieRend
mittels Infarktvolumetrie im MRT, Immunhistochemie und Durchflusszytometrie die
Auswirkungen der Mikrogliadepletion im Ischamiemodell charakterisiert. Der Versuchsablauf ist

in Abbildung 13 dargestellt.

1. Kohorte 2. Kohorte
MRTTag1l & 3 MRT Tag3 & 7
3 Tage nach MCAO || 7 Tage nach MCAO
MCAO IHC FACS
N=10 pro Gruppe N=10 pro Gruppe
MRT MRT MRT

»

Tage nach MCAO

v v v
I A

Tagliche Gabe von CSF-1 Rezeptor Inhibitor in C57BL/6J Mausen
per Gavage
Abbildung 13: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im Schlaganfallmodell — Ablauf Die Miduse erhielten tdglich 200

mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllsung per Gavage, nach 4 Tagen wurde die zerebrale Ischdmie mittels
MCAO (1 h) ausgelést. In der ersten Kohorte wurde an Tag 1 und 3 nach Auslésen der Ischdmie das Infarktvolumen
mittels MRT bestimmt, die Mduse an Tag 3 getétet und die Gehirne mittels Inmunhistochemie untersucht. In der
zweiten Kohorte wurden an Tag 3 und 7 nach Auslésen der Ischdmie das Infarktvolumen bestimmt, die Mduse an Tag
7 getétet und die Gehirne entweder mittels FACS untersucht. IHC — Immunhistochemie, FACS — Durchflusszytometrie,

MCAO — middle cerebral artery occlusion, MRT - Magnetresonanztomographie.

8.2.1. Infarktvolumetrie im Depletionsmodell 1. Kohorte

In der ersten Kohorte starben insgesamt 4 Mause (Inhibitorgruppe: 3 Maéause an Tag 1;
Kontrollgruppe: 1 Maus an Tag 3), die bis dahin erhobenen Daten wurden ausgewertet. In der
ersten Kohorte bestimmten wir das Schlaganfallvolumen an Tag 1 und Tag 3 mittels cMRT.
Mause, die keinen Infarkt zeigten (Infarktvolumen<imm? in beiden Messungen) wurden

ausgeschlossen (Inhibitorgruppe: 0 Mause; Kontrollgruppe: 1 Maus), so dass an Tag 1 in der
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Inhibitorgruppe 7 Mause und in der Kontrollgruppe 9 Mause, und 7 bzw. 8 Mause in den

respektiven Gruppen an Tag 3 eingeschlossen wurden.

Die Infarktvolumina an Tag 1 und Tag 3 zeigten keine signifikanten Unterschiede (Kontrolle vs.
Inhibitor Tag 1: 47 £52 vs. 52 +33 mm?, p=0.81; Tag 3: 49 +60 vs. 64 +47 mm?3; p=0.60), siehe
Abbildung 14: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO Modell — Infarktvolumetrie 1.Kohorte

A: Die Mause erhielten taglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllosung,
nach 4 Tagen wurde die Ischamie mittels tMCAO (1 h) ausgelost und an Tag 1 und 3 nach Auslésen
der Ischamie das 6demkorrigierte Infarktvolumen mittels cMRT bestimmt. Die Werte sind
dargestellt als Mittelwert £ SD, n=9 Kontrolle bzw. 7 Inhibitor. Unterschiede nicht signifikant,
ungepaarter T-Test. Die individuelle Infarktdynamik zeigte in beiden Gruppen am ehesten im
Rahmen des beginnenden Odems bei gréReren Infarkten tendenziell eine Zunahme und bei

kleineren Infarkten keine Veranderung der InfarktgrofRen von Tag 1 zu Tag 3.
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Abbildung 14: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO Modell — Infarktvolumetrie 1.Kohorte A: Die Maduse
erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels

tMCAO (1 h) ausgelést und an Tag 1 und 3 nach Auslésen der Ischdmie das 6demkorrigierte Infarktvolumen mittels
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cMRT bestimmt. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert + SD, n=9 Kontrolle bzw. 7 Inhibitor. Unterschiede nicht
signifikant, ungepaarter T-Test. B: Darstellung der Infarktdynamik der einzelnen Mduse. C: Beispielbilder der T2

gewichteten cMRT Bilder mit dem hyperintensen Infarktareal.

8.2.2. Infarktvolumetrie im Depletionsmodell 2. Kohorte

In der zweiten Kohorte starben insgesamt 4 Mause (Inhibitorgruppe: 1 Maus an Tag 5;
Kontrollgruppe: 3 Mause an Tag 1, 4 und 5), die bis dahin erhobenen Daten wurden ausgewertet.
In der zweiten Kohorte bestimmten wir das Schlaganfallvolumen an Tag 3 und Tag 7 mittels
cMRT. Méuse, die keinen Infarkt zeigten (Infarktvolumen<imm? in beiden Messungen) wurden
ausgeschlossen (Inhibitorgruppe: 1 Maus; Kontrollgruppe: 2 Mause). An Tag 3 konnten 7 bzw. 9
Mause (Inhibitor bzw. Kontrolle), an Tag 7 konnten 5 bzw. 8 Mause (Inhibitor bzw. Kontrolle) in

die Analyse eingeschlossen wurden.

In der Inhibitorgruppe zeigte sich an Tag 3 im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Reduktion des
Infarktvolumens um 64%, das im ungepaarten t-Test signifikant war (31 +29 vs. 87 +46 mm?
p=0,011), siehe Abbildung 15. Wie durch den einsetzenden fogging effect zu erwarten, zeigten
sich eine Reduktion der Infarktvolumina an Tag 7 in beiden Gruppen. Die Reduktion der
Infarktvolumina in der Inhibitorgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte auch an Tag 7
beobachtet werden und betrug 80% (8 9 vs. 44 +44 mm?3, p=0,042 im t-Test). Auffallig war, dass
in der Inhibitorgruppe 4 Mause mit sehr kleinen Infarkten waren. Der Zeitverlauf dieser Mause
von Tag 3 zu Tag 7 zeigte eine dhnliche Reduktion der Infarktvolumina wie der Rest der

Inhibitorgruppe, so dass die Mause in die Analyse eingeschlossen wurden.
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Abbildung 15: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO Modell — Infarktvolumetrie 2.Kohorte A: Die Maduse

erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels
tMCAO (1 h) ausgelést und an Tag 3 und 7 nach Auslésen der Ischdmie das 6demkorrigierte Infarktvolumen mittels
cMRT bestimmt. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert + SD, n=9/10 (Tag 3 Kontrolle/Inhibitor); n= 7/9 (Tag t
Kontrolle/Inhibitor); *=p<0.05, ungepaarter T-Test. B: Darstellung der Infarktdynamik der einzelnen Mduse. C:

Beispielbilder der T2 gewichteten cMRT Bilder mit dem hyperintensen Infarktareal.

In der gepoolten statistischen Analyse der Infarktvolumina beider Kohorten an Tag 3 zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen Inhibitor- und Kontrollgruppe (46 +40 vs. 66 #55 mm?3,

n=16 Inhibitor bzw. n=15 Kontrolle, p=0,24 im ungepaarten t-Test).

8.2.3. Klinischer Score und Gewicht
Beide Kohorten wurden taglich gewogen und es wurde nach Ausldsen der Ischdamie ein taglicher

allgemeiner klinischer Score erhoben (Punktwert 0-8, hoherer Wert=kranker, siehe Seite 27).

In der 1. Kohorte zeigte sich in beiden Gruppen eine vergleichbare Gewichtsabnahme (z.B. Tag 3:
19,2 +2,4 vs. 20,2 +3 g Kontrolle vs. Inhibitor, nicht signifikant im Mann Whitney Test, siehe

Abbildung 16A). Der allgemeine klinische Score zeigte sich im zeitlichen Verlauf weitgehend
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unverandert und zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
(z.B. Tag 2: Kontrolle vs. Inhibitor: 3,25 (0-6) vs. 2 (1-5) Punkte, Median + (Min-Max), nicht
signifikant im Mann Whitney Test, siehe Abbildung 16B).

A 1. Kohorte Gewicht B 1. Kohorte Score
304 8-
-= Kontrolle -& Kontrolle
-e- Inhibitor -o- Inhibitor
6_
254
g
= < 4
>
o
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15 T T T T 1 C T T 1
-6 -4 -2 0 2 4 0 1 2 3 4
Tage post-MCAO Tage post-MCAO
Abbildung 16: Gewicht und Klinischer Score 1. Kohorte A: Die Mduse wurden téglich gewogen, es zeigten sich

keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (N=7 Inhibitor, N=9 Kontrolle, Mittelwerte +SD, nicht signifikant
im Mann Whitney Test) B: Nach Auslésen der Ischdmie wurde tdglich ein klinischer Score erhoben, es zeigten sich
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (N=7 Inhibitor, N=9 Kontrolle, Median + Min-Max, nicht

signifikant im Mann Whitney Test).

In der 2. Kohorte zeigte sich in beiden Gruppen zunachst eine Gewichtsabnahme und im Verlauf
wieder eine Gewichtszunahme. In der Inhibitorgruppe lag der Nadir bei Tag 2, in der
Kontrollgruppe an Tag 4. Die Gewichtsabnahme in der Inhibitorgruppe scheint im Trend ab Tag 2
etwas geringer ausgepragt, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (z.B. Tag 4: 19,9 +2,9
vs. 22,7 +2,3 g Kontrolle vs. Inhibitor, nicht signifikant im Mann Whitney Test, siehe Abbildung
18A). Der allgemeine klinische Score schien sich an Tag 3 und Tag 4 in der Inhibitorgruppe etwas
rascher zu verbessern, die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren jedoch nicht
signifikant und waren ab Tag 5 ohne nennenswerte Unterschiede (z.B. Tag 4: Kontrolle vs.
Inhibitor: 4 (0,5-5,5) vs. 2,5 (0-4,5) Punkte, Median + (Min-Max), nicht signifikant im Mann
Whitney Test, siehe Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Gewicht und Klinischer Score 2. Kohorte A: Die Mduse wurden tdglich gewogen, es zeigten sich

keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (N=9 Inhibitor, N=7 Kontrolle, Mittelwerte +SD, nicht signifikant
im Mann Whitney Test) B: Nach Auslésen der Ischdmie wurde téglich ein klinischer Score erhoben, es zeigten sich
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (N=9 Inhibitor, N=7 Kontrolle, Median + Min-Max, nicht

signifikant im Mann Whitney Test).

8.2.4. CSF-1 Rezeptor Inhibitor depletiert myeloide Zellen im MCAO-Modell

Um zu bestatigen, dass die Depletion auch im MCAO-Modell erfolgreich war, quantifizierten wir
die Mikroglia/Makrophagen 3 und 7 Tage nach Auslésen der Ischdmie. In der ipsilateralen
Hemisphadre betrug die Reduktion 3 Tage nach Auslosen der Ischamie 54 % (Immunhistochemie,
s. Abbildung 15A und C) und 7 Tage nach Auslésen der Ischamie 58 % (Durchflusszytometrie, s.
Abbildung 19A). In der kontralateralen Hemisphére betrug die Reduktion 61 % nach 3 Tagen, die

Reduktion um 47 % nach 7 Tagen war nicht signifikant.

Um die Infiltration von peripheren myeloiden Zellen zu untersuchen, quantifizierten wir 3 Tage
nach Auslésen der Ischdamie mittels immunhistochemischer Farbung CD45%1ba-1* doppeltpositive
Zellen (s. Abbildung 15B und C). Die Dichte CD45*lba-1* Zellen war in der ipsilateralen
Hemisphdre um 59 % vermindert, wahrend in den kontralateralen Hemisphéaren in keiner der
Gruppen CD45*lba-1* Zellen nachweisbar waren. Zum zweiten untersuchten Zeitpunkt, 7 Tage
nach Auslésen der Ischdamie, ergaben sich keine Unterschiede (Durchflusszytometrie, s.

Abbildung 198, D-F).

50



Ergebnisse

+
A Ilba-1 B + +
lba-1"CD45 ® Kontrolle
400 A * * % % B |nhibitor
I_I I_I 200 - .
_. 300 :I. ®
q;:, M 3 —. 150+ [ ]
= g +N c —
N £ 4 £
. E 200 I g E 1004
Co= o =
a N ° " <o
~ T 1004 - TS 0
£ - | T
n [] u
0 T T T — 0 r r
Ipsilateral Kontralateral .
Ipsilateral

Iba-1 CD45 DAPI
Kontrolle

(Striatum)

Iba-1 CD45 DAPI
Inhibitor

(Striatum)

Abbildung 18: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO-Modell - Quantifizierung von Mikroglia und Makrophagen

Die Mduse erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die
Ischdmie mittels MCAO fiir 1 h ausgeldést und 3 Tage nach Auslésen der Ischdmie die Gehirne mittels
Immunhistochemie untersucht. A) Iba-1*DAPI* Zellen wurden als Mikroglia quantifiziert. B) Iba-1*CD45*DAPI* Zellen
wurden als infiltrierende myeloide Zellen quantifiziert. C) Beispielbilder, die Pfeile zeigen Iba-1 und CD45
doppeltpositive Zellen an. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert + SD, n =4-5 pro Gruppe, *=p<0.05, ****=p<0.001,

ungepaarter T-Test.
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8.2.5. Charakterisierung myeloider Zellen 3 Tage nach MCAO

Die Teilungsaktivitat bestimmten wir mit einer immunhistochemischen Farbung gegen lba-1 und
Ki-67 (s. Abbildung 16A und B). Der Anteil proliferierender lba-1* Zellen war in der
Inhibitorgruppe deutlich erhoht, der Unterschied war in der kontralateralen Hemisphare

besonders ausgepragt.
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Abbildung 19: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO-Modell — Teilungsaktivitit von Mikroglia Die Miduse

erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels
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MCAO fiir 1 h ausgelést und 3 Tage nach Auslésen der Ischdmie die Gehirne mittels Immunhistochemie untersucht.
A) Iba-1*"DAPI* Zellen wurden als Mikroglia, Iba-1*Ki-67*DAPI* Zellen als teilungsaktive Mikroglia identifiziert und
quantifiziert. B) Beispielbilder, die Pfeile zeigen auf Iba-1 und Ki-67 doppeltpositive Zellen. Die Werte sind dargestellt

als Mittelwert + SD, n=3 pro Gruppe, **=p<0.01, ****=p<0.0001, ungepaarter T-Test.

Als nachstes untersuchten wir die Expression von iNOS (Marker fiir pro-inflammatorisch aktive
Mikroglia/Makrophagen) und Arginase 1 (Marker fir anti-inflammatorisch aktive
Mikroglia/Makrophagen) in Iba-1* Zellen (s. Abbildung 18). In der ipsilateralen Hemisphére zeigte
sich eine Zunahme von Arginase 1* Iba-1* doppeltpositiven Zellen in der Inhibitorgruppe (1.2 %

vs. 4.5 %, p=0.004).
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Abbildung 20: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO-Modell — Expression von iNOS und Arginase-1 Die Mduse

erhielten tdglich 200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels
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MCAQO fiir 1 h ausgelést und 3 Tage nach Auslésen der Ischdmie die Gehirne mittels Immunhistochemie untersucht.
A) Es wurden Iba-1*Arginase-1*"DAPI* Zellen quantifiziert. B) Es wurden Iba-1*iNOS*DAPI* Zellen identifiziert und
quantifiziert. C) Beispielbilder, die weifSen Pfeile zeigen auf Arginase-1 und Iba-1 doppeltpositive Zellen, die roten
Pfeile auf iNOS und Iba-1 doppeltpositive Zellen. Die Vergréf3erungen zeigen die Kolokalisation der Marker. Die Werte
sind dargestellt als Mittelwert + SD, n=4-5 pro Gruppe, **=p<0.01, ungepaarter T-Test.

8.2.6. Immunstatus 7 Tage nach MCAO

Um weitere Veranderungen der Immunzellen zu einem spateren Zeitpunkt aufzudecken wurden
Gehirn, Blut und Milz 7 Tage nach Auslosen der Ischamie mittels Durchflusszytometrie
untersucht. AuRer der schon erwdhnten Reduktion der Mikroglia konnten im Gehirn keine
weiteren Unterschiede der ibrigen Immunzellen beobachtet werden (s. Abbildung 19). Auch im
Blut und in der Milz lieRen sich keine signifikanten Unterschiede der myeloiden oder

lymphozytaren Zellen beobachten (s. Abbildung 20 und Abbildung 21).

55



Ergebnisse

" Kontrolle B Myeloide Zellen
® |nhibitor 1500
Einzelne Zellen g 1000 m
' Myeloid A : T :
5 yeloide z
1073 Lymphozyten i i z L
: ymphozy Zellen Mikroglia 5 5001 ]:
g n °
104 . G 1 5.0x10* - N e I%—I °I.
° \ 1 0 T T r T
3 E _*_ ipsilateral kontralateral
10" 3 g 3.0x10°] g
© -—
Z 2.0x10° J_ ¢ Lymphozyten
? 102'§ ) . % 1.0x10* i . I 10007
n ] Mikroglia ) ¢ oo] A
2 101 E =
8 E ipsilateral kontralateral ; 600
:,I,,, PRI R BRSNS Lt EEDE Ll B M B 3
T 1 T 2 T 3 T 4 1 5 ;:; 200
10 10 10 10 10 5 I
CD11b —» S 200] | o I{_I :E
0 = T T T
ipsilateral kontralateral
E Md (CD11c*MHCIIY)
CD11b* CDA5"
N 204 n
N = i o
10° MHCII+  |{M¢ (CD11cH b 5 5] -|_ -I-
CD1lc: . weff:s MHCII+) MHCII* CD11c < % 10 i I
4 N N ;
10 25 5 * l °
E L4 hd 0 T T T T
3 R 20
10 F E q: 'T' ipsilateral kontralateral
o g 157 _l_
O =
? 102 T s %o - F Md (CD11c*MHCII)
S | M (CD11c+ ° 20
§ 10 MHCII-) o y T y N .
viep g ’é"uTﬁu""é"r'iiFWi PR 5 ipsilateral kontralateral E . T >
10 10 10 10 10 0 2 104 o
CD1lc —» g ¥ J_ 1 e
s 5 °
[ ]
CD11b" CD45* 0
ipsilateral kontralateral
10° = MHCII+CD11c+
10" : G MHCII* cD11c¢* H MHCII* CD11c
1 G 151 50
10”7 ' s -I- N 2 404 T
. H S 10 . T g T I -|_
2 g a < 304
$ o1 LT it
: 3 2 20 _t_
o SR o < 5 -
I 10’4 | MHCII+CD11c- S 2 ol
(o) E : B g
T e e e e T °
ipsilateral kontralateral ipsilateral Kontralateral

MHCIl —»

Abbildung 21: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO Modell - Durchflusszytometrie Gehirn Die Mduse erhielten tdglich
200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels MCAO (1 h)
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ausgelést und 7 Tage spdter die Gehirne nach Hemisphdren getrennt mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die

Werte sind dargestellt als Mittelwert + SD, n =3-4 pro Gruppe, **=p <0.01, ungepaarter T-Test.
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Abbildung 22: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO Modell - Durchflusszytometrie Blut

sk

Die Méduse erhielten téglich

200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels MCAO fiir 1 h

ausgeldst und 7 Tage danach Blut aus der V.cava mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Werte sind dargestellt

als Mittelwert + SD, n=3-4 pro Gruppe, ungepaarter T-Test.
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Abbildung 23: CSF-1 Rezeptor Inhibitor im MCAO Modell - Durchflusszytometrie Milz

Die Mduse erhielten tdglich

200 mg/Kg CSF-1 Rezeptor Inhibitor oder Kontrolllésung, nach 4 Tagen wurde die Ischdmie mittels MCAO fiir 1 h

ausgelést und 7 Tage danach die Milz mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Werte sind dargestellt als

Mittelwert + SD, n=3-4 pro Gruppe, ungepaarter T-Test.
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9. Diskussion

Diese Arbeit hat zum Ziel, die Rolle von Mikroglia in der Pathophysiologie des Schlaganfalls zu
untersuchen. In bisherigen Studien wurden Mikroglia sowohl neuroprotektive wie auch
neurotoxische Rollen zugeschrieben, so dass ihr therapeutisches Potential fiir die Behandlung
des Schlaganfalls unklar ist. Ein Grund dafir ist, dass die bisher verwendeten
Mikrogliadepletionsmodelle deutliche Limitationen aufweisen. Die Verwendung von CSF-1R
Inhibitoren verspricht eine spezifische und nicht-invasive Depletion der Mikroglia und wiirde sich
daher zur Untersuchung der Mikroglia im Schlaganfallmodell eignen. Wir untersuchten daher
zunachst in C57BI/6 Mausen die Mikrogliadepletion mit einem CSF-1 Rezeptor Inhibitor und
konnten eine Reduktion der Mikroglia und Makrophagen im Gehirn um ca. 60 % erzielen. Im
zweiten Experiment untersuchten wir den Effekt der Mikrogliadepletion in einem
Schlaganfallmodel, hier konnte an Tag 1 und 3 kein signifikanter Unterschied festgestellt werden,
an Tag 7 zeigte sich eine signifikante Reduktion der Infarktvolumina. Die Phanotypisierung der
Mikroglia/Makrophagen im Infarktgebiet ergab eine vermehrte Expression von Arginase-1,
einem Marker fiur anti-inflammatorische Mikroglia/Makrophagen. Die uberlebenden
Mikroglia/Makrophagen proliferierten zudem vermehrt. Zusatzlich war die Zahl CD45*Iba-1*

Zellen in der ischdmischen Hemisphare vermindert.

9.1. Diskussion der Ergebnisse

Die Mikrogliadepletion durch den CSF-1R Inhibitor konnte sowohl durchflusszytometrisch als
auch histologisch via Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Dabei zeigten sich jedoch
unterschiedliche Depletionsraten. Wahrend die Reduktion der Mikroglia in der
Durchflusszytometrie nach 4 und 7 Tagen zwischen 60 und 70 % betrug, konnten wir in der
immunhistochemischen Quantifizierung eine Reduktion zwischen 30 und 40 % beobachten. Eine
mogliche Erklarung fiir die unterschiedlich gemessenen Reduktionsraten ist die Verwendung von
Iba-1 in der histologischen Analyse, der nicht zwischen Mikroglia und Makrophagen
unterscheiden kann. Eine weitere mogliche Erklarung sind technische Limitationen der
Mikrogliaisolierung fiir die FACS-Analyse, bei der es aufgrund von Zelladhasion zur Selektion und
Verlust von einzelnen Zellpopulationen kommen kann. Mikroglia, die als Immunzellen eine
Vielzahl von Molekilen mit adhédsiven Eigenschaften auf ihrer Zelloberflache prasentieren, sind
dafir besonders anfallig. Fur die histologische Quantifizierung wurden drei unterschiedliche

Hirnregionen in die Analyse einbezogen, mogliche regionale Differenzen der Depletion sind so
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zwar nicht auszuschliefen aber unwahrscheinlich und kénnten durch eine extensivere Analyse
der einzelnen Regionen kontrolliert werden. Studien, die einen anderen CSF-1R Inhibitor
(PLX3397) verwendeten, erreichten eine Reduktion um 90 % im selben Zeitraum>”>%. Diese
Unterschiede kénnten durch in der Verwendung unterschiedlicher CSF-1R Inhibitoren begriindet
liegen. In einer anderen Studie, die den hier verwendeten Inhibitor in der gleichen Dosierung und
ebenfalls in C57BI/6J Mausen verwendete, wurde eine Reduktion der CD11b*Ly6G™ Zellen im
Gehirn um ca. 80 % beobachtet, zu denen neben Mikroglia auch weitere myeloide Zellen zdhlen,

so dass die Effizienz der Depletion nicht verlasslich abgeschitzt werden kann®®,

CSF-1R wird neben Mikroglia und hirnstandigen Makrophagen auch von anderen mononukledaren
Phagozyten wie Monozyten im Blut und Makrophagen in den peripheren Organen exprimiert,
die daher ebenfalls potenzielle Ziele des CSF-1R Inhibitors darstellen. Mittels
Durchflusszytometrie untersuchten wir Blut, Milz und Gehirn, um mdogliche Veranderungen der
Immunzellen zu kontrollieren. Im Blut zeigten sich vermutlich aufgrund der niedrigen Fallzahl
keine statistisch signifikanten Veranderungen, die Monozyten erschienen jedoch reduziert. In der
Milz konnte eine geringe Reduktion aller CD11b* Zellen nach 7 Tagen beobachtet werden, Ly6C"
CD115* Monozyten und Granulozyten waren jedoch nicht verandert. Innerhalb der CD11b" Zellen
waren nach 4 Tagen sowohl die MHCII*CD11c* Zellen (vor allem dendritische Zellen) und die
MHCII*CD11c Zellen (vor allem B-Zellen) vermindert. Beide Verdanderungen waren nach 7 Tagen
nicht mehr nachweisbar. Stattdessen konnte eine geringe Zunahme der gesamten CD11b" Zellen
beobachtet werden, die jedoch auf keine der untersuchten Subpopulationen zurilickzufiihren
war. Im Gehirn gab es gering ausgepragte Veranderungen innerhalb der CD11b" Zellen: die
MHCII*CD11c Zellen (vor allem B-Zellen) waren vermindert, die MHCII*CD11c* Zellen (vor allem
dendritische Zellen) waren leicht erhéht. Wie auch in der Milz waren diese Befunde nach 4 Tagen
nachweisbar, wahrend sich nach 7 Tagen Inhibitorgabe keine Unterschiede mehr zeigten.
Innerhalb der CD11b* Zellen gab es ebenfalls nach 4 Tagen eine geringe Verminderung der
CD11c*MHCII Zellen (monozytire Makrophagen/dendritische Zellen), die nach 7 Tagen nicht
mehr nachweisbar war. Stattdessen konnte eine geringe Zunahme der CD11c*MHCII* Zellen
(MHCII* monozytare Makrophagen/dendritische Zellen) beobachtet werden. Die Veranderungen
waren mit Ausnahme der erhéhten CD11b*CD11c*MHCII* Zellen nach 7 Tagen im Gehirn nicht

mehr nachweisbar bzw. gering ausgepragt, so dass Limitationen fir die Verwendung des
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Inhibitors fir die Untersuchung der Mikroglia im Schlaganfallmodell aufgrund dieser

Veranderungen unwahrscheinlich sind.

Wir untersuchten als nachstes die Auswirkung der Mikrogliadepletion im Schlaganfallmodell. In
der Infarktvolumetrie mittels cMRT zeigten sich in den zwei Kohorten uneinheitliche Ergebnisse.
So zeigten sich in der ersten Kohorte an Tag 1 und Tag 3 keine Unterschiede der Infarktvolumina.
In der zweiten Kohorte zeigte sich dagegen an Tag 3 und Tag 7 eine signifikante Reduktion (64%
bzw. 80%) der Infarktvolumina in der Inhibitorgruppe. In der gepoolten Analyse an fir Tag 3
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Mittels Immunhistochemie und Durchflusszytometrie
quantifizierten wir die Mikroglia/Makrophagen und konnten die im ersten Experiment
bestimmten Depletionsraten bestdtigen. Die komplette Depletion der Mikroglia mit einem
anderen CSF-1R Inhibitor (PLX3397) fiihrte in zwei anderen Studien>”%? zu einer Zunahme der
Schlaganfallvolumina. Szalay et al.>” erkldren diese in ihrer Arbeit durch eine Dysregulation von
Kalzium-vermittelten Signalen, die durch Mikroglia vermittelt wird. Auch Jin et al.®? beobachteten
nach der Depletion von Mikroglia mit PLX3397 eine Zunahme der Infarktvolumina und fiihren
dies auf eine Zunahme von pro-inflammatorische Zytokinen, Leukozyteninfiltration und eine
veranderte Mikroglia-Astrozyten-Kommunikation zuriick®?. Im Unterschied zu dieser Arbeit, in
der es Uberlebende Mikroglia gibt, wurde in beiden Studien der Inhibitor Gber drei Wochen
gegeben und so eine nahezu vollstandige Depletion der Mikroglia erreicht. Eine weitere mégliche
Erklarung der unterschiedlichen Ergebnisse konnte in den verwendeten, unterschiedlichen CSF-
1R Inhibitoren liegen. PLX3397, der in den beiden Arbeiten verwendete CSF-1R, inhibiert im
Vergleich zu dem hier verwendeten BLZ945 in starkerem Malle auch die Tyrosinkinasen cKit und

PDGFR-B inhibiert und kénnte so Einfluss auf die Vorgange im Infarktgebiet nehmen.

Wir konnten im Infarktgebiet der behandelten Mause eine Zunahme der Arginase-1 positiven
Mikroglia/Makrophagen 3 Tage nach Auslosen der Ischdamie beobachten. Arginase-1 ist ein
Marker fiir anti-inflammatorische Mikroglia und Makrophagen3'-33, Arginase-1 positive Mikroglia
und Makrophagen werden mit der Hemmung der Entziindungsreaktion und der Initiierung der
Reparaturphase nach einer ZNS-Schidigung assoziiert33*3 und wirken neuroprotektiv, indem sie
die Produktion von reaktive Stickstoffspezies einschranken®. Aktivierte Mikroglia und
Makrophagen exprimieren Arginase-1 in der akuten Phase des Schlaganfalls, im zeitlichen Verlauf
verlieren sie jedoch diesen Marker und exprimieren vermehrt pro-inflammatorische Marker?3.

Nach Hu et al.*? ist die zusatzliche Schadigung des ZNS nach einer Ischdmie mit dem Verlust der

61



Diskussion

anti-inflammatorischen Mikroglia/Makrophagen und der Zunahme von pro-inflammatorischen
Mikroglia/Makrophagen assoziiert*>%4, Die hier beobachtete Zunahme von Arginase-1 positiven
Mikroglia und Makrophagen in der ipsilateralen Hemisphare unterstiitzt diese Hypothese. Um
die Hypothese weiter zu untermauern misste untersucht werden, inwiefern funktionelle
Eigenschaften der Makrophagen/Mikroglia verandert wurden. Dies kénnte zum Beispiel durch

die Analyse von Zytokin- und ROS/RNS-Produktion geschehen.

Die nach der Depletion (iberlebenden Mikroglia/Makrophagen waren stark teilungsaktiv.
Lalancette et al® beobachteten, dass proliferierende Mikroglia neuroprotektive Eigenschaften
haben. Sie benutzten das CD11b-HSVTK Modell, um proliferierende Mikroglia im MCAO Modell
zu eliminieren und beobachteten eine Zunahme der Schlaganfallvolumina, vermehrte IL-6 und
TNF-a Produktion sowie eine verminderte Produktion des Wachstumsfaktors IGF-1. In
Verbindung mit den hier gezeigten Daten kdnnte dies sowohl ein Hinweis auf neuroprotektive
Effekte von proliferierenden Mikroglia als auch einen schadigenden Einfluss dlterer Mikroglia
sein. Neben der genaueren funktionellen Charakterisierung der teilungsaktiven Mikroglia ware

es daher auch interessant den Einfluss des Alters der Mikroglia zu untersuchen.

Wir beobachteten des Weiteren eine reduzierte Dichte CD45%Iba-1* Zellen in der ischamischen
Hemisphare. Da Mikroglia unter inflammatorischen Bedingungen CD45 hochregulieren kénnen®>,
konnte dies ein Hinweis auf eine reduzierte Aktivierung der Mikroglia als Folge der Depletion
sein. Da CD45 unter homoostatischen Bedingungen starker von myeloiden Zellen als von
Mikroglia exprimiert wird, kénnte die reduzierte Dichte von CD45*lba-1* Zellen jedoch auch eine
Reduktion der myeloiden Zellen bedeuten, was die Mikrogliaspezifitat des CSF-1 Inhibitors in
Frage stellen wiirde. Die Differenzierung der beiden Maoglichkeiten ist anhand der Farbung nicht
moglich und kénnte durch ergdanzende Untersuchungen wie der eingehenderen
Charakterisierung der aktivierten Mikroglia z.B. durch funktionelle Assays sowie der Verwendung

von transgenen Mausen zur ldentifizierung von infiltrierenden myeloiden Zellen erreicht werden.

9.2. Limitationen

Das in dieser Arbeit verwendete transiente Ischamiemodell mittels Fadenokklusion der A. cerebri
media ist ein etabliertes und viel genutztes Modell, das die Charakteristika des menschlichen
Schlaganfalls gut nachbildet!®®, Eine der wichtigsten Limitationen fiir die Aussagekraft dieser
Arbeit ergibt sich aus der hohen Sterblichkeit und der Varianz der Infarktvolumina. Von insgesamt

40 Tieren starben 8 Tiere vor Ende des Experiments. Insgesamt 5 Tiere zeigten keinen
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nachweisbaren Infarkt. Die in die Analyse eingeschlossenen Tiere hatten Schlaganfallvolumina
zwischen 2 mm3 und 157 mm?3 mit einer Standardabweichung in den einzelnen Gruppen von bis
zu 49 mm3. Hierdurch ist die Aussagekraft hinsichtlich eines therapeutischen Effekts stark
eingeschrankt. Die hohe Varianz dieses Schlaganfallmodells ist in der Literatur beschrieben und
wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst'®®’. Wichtige Storfaktoren wie unterschiedliche
Operateure oder die Verwendung von transgenen Versuchstieren wurden in dieser Arbeit
vermieden. Eine Erkldrung der hohen Varianz kdnnte die hohe individuelle Variabilitat der
hirnversorgenden GefaRe sein®” und kénnte durch die Verwendung von mehr Versuchstieren pro

Gruppe kontrolliert werden.

Wir evaluierten den Effekt der Mikrogliadepletion auf das Ausmalfd der ZNS-Schadigung durch die
Messung der Infarktvolumina mittels MRT an zwei Zeitpunkten. Hierdurch konnte die
Infarktdynamik dargestellt werden und die Validitdit der Messung verstarkt werden. Die
Bestimmung des Infarktvolumens mittels T2 gewichteter MRT-Bildgebung ist eine in Mdusen und
Menschen lang etablierte Methode, die gut mit histologischen Methoden und funktionellen
Defiziten korreliert und daher eine valide MessgroRe darstellt®®. In der akuten Phase des
Schlaganfalls variieren die InfarktgrofRe stark und nahern sich erst im Verlauf dem definitiven
Volumen an, das Infarktvolumen an Tag 3 reprasentiert jedoch gut das endglltige
Infarktvolumen®®. In der akuten Phase des Schlaganfalls kann es zur Entwicklung eines Odems im
Infarktgebiet kommen, wodurch die in der T2 Wichtung ermittelte InfarktgroRe als zu groR
eingeschatzt werden kann. Wir verwendeten einen rechnerischen Weg, um fir diesen Faktor zu
korrigieren®. Zu den Vorteilen der MRT-basierten Infarktvolumetrie gehort die Mdoglichkeit,
multiple Messungen durchzufiihren und Gewebe zu sparen, das so fiir andere Methoden zur
Verfligung steht. Insgesamt ermoglicht die Infarktvolumetrie mittels MRT eine adadquate
Beurteilung des ZNS-Schadens in vivo, auch wenn der Untergang von Hirngewebe nur durch
histologische Methoden dargestellt werden kann. Eine histologische Infarktvolumetrie zur
Validierung der Unterschiede in der zweiten Kohorte und insbesondere an Tag 7 war nicht

moglich, da die Hirne mittels Durchflusszytometrie untersucht wurden.

Eine weitere Limitation in der Beurteilung des therapeutischen Effekts ist das Fehlen eines
Scores, der das funktionelle neurologische Defizit bestimmt (z.B. Bederson Score, Grip-Test, Pole
Test oder Rotarod). Der in dieser Pilot-Arbeit bestimmte allgemeine klinische Score kann dies

nicht hinreichend abbilden.
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Eine abschlieRende Beurteilung eines moglichen therapeutischen Effekts ist aufgrund der
beschriebenen methodischen Limitationen sowie der diskrepanten Ergebnisse der zwei Kohorten

im Rahmen dieser Pilotstudie nicht ohne Einschrankungen moglich.

Mikroglia, hirnstandige Makrophagen und infiltrierende myeloide Zellen zeigen viele
Gemeinsamkeiten, unterscheiden sich jedoch in ihrer entwicklungsgeschichtlichen Herkunft und
ihrer Funktion unter homéostatischen und pathologischen Bedingungen?>2389-73_ Die sichere
Unterscheidung der einzelnen Populationen unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen ist bisher nur durch das Markieren der Zellen durch genetische Methoden mdglich.
Die Differenzierung zwischen den einzelnen Zellpopulationen mit immunhistochemischen
Methoden ist schwierig, da es bisher nur wenige spezifische Marker gibt, deren Expression zudem
im Rahmen von pathologischen Prozessen variiert. Wir verwendeten Iba-1, einen robusten
Marker, der jedoch nicht zwischen den Mikroglia und Makrophagen unterscheidet’4. Mikroglia
und andere myeloide Zellen unterscheiden sich in ihrer Expression von CD45, dieser Unterschied
kann mittels Durchflusszytometrie und Immunhistochemie dargestellt werden'*’>. Die
Expression von CD45 kann im Rahmen von pathologischen Bedingungen variieren, so dass auch
mit dieser Methode keine sichere Differenzierung moglich ist. Eine Moglichkeit ware die
Verwendung von transgenen Mausen, wie zum Beispiel einer CX3CR19%::CCR2/ Reportermaus,

in der Mikroglia und Monozyten unterschiedlich fluoreszieren.

Die Blut-Hirn-Schranke spielt in der Pathophysiologie des Schlaganfalls eine wichtige Rolle. Die
Verletzung der Blut-Hirn-Schranke im Rahmen des Schlaganfalls ist mit einem schlechteren
Verlauf assoziiert'®’, Da Mikroglia Gber inflammatorische Mediatoren die Permeabilitit der
Blut-Hirn-Schranke beeinflussen konnen, wdére es interessant zu untersuchen, ob die

Mikrogliadepletion durch den Inhibitor die Blut-Hirn-Schranke beeinflusst.

Eine weitere sinnvolle Erganzung ware die Untersuchung der pro- und anti-inflammatorischen
Zytokine nach der Mikrogliadepletion. Damit kdnnte ausgeschlossen werden, dass es im Rahmen
der Depletion zu einer Aktivierung des Immunsystems kommt, was eine wichtige Limitation

anderer Mikrogliadepletionsmodellen wie dem CX3CR1crefR:iDTR Modell darstellt?>46,

9.3. Ausblick
Die hier im Sinne einer Pilotstudie erhobenen Daten scheinen trotz der Limitationen darauf

hinzudeuten, dass die unvollstindige Depletion von Mikroglia zu einem verbesserten
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Schlaganfalloutcome fiihren kann. Die starke Verschlechterung des Schlaganfalloutcome in zwei
Studien, die ein dhnliches Depletionsmodell verwendeten>’-6? zeigte sich hier jedoch trotz der
Limitationen nicht. Zur weiterfihrenden Untersuchung ware eine Wiederholung der hier
gezeigten Experimente mit mehr Versuchstieren pro Untersuchungszeitpunkt, eine
umfassendere Charakterisierung der neurologischen Defizite, Erganzung der MRT Untersuchung

fiir alle Tiere an Tag 1 und eine histologische Infarktvolumetrie sinnvoll.

In zentralen Anteilen des Schlaganfalls und der Penumbra herrschen unterschiedliche
Bedingungen vor, die in den Mikroglia unterschiedliche Aktivititszustinde hervorrufen’”’8, Die
Unterscheidung zwischen Penumbra und Schlaganfallkern ist jedoch nicht immer eindeutig
feststellbar und daher eine potenzielle Quelle fir Stérfaktoren. In dieser Arbeit untersuchten wir
daher die Mikroglia ungeachtet ihrer Relation zum ischamischen Gebiet. Es ware zielfiihrend, die
Mikroglia in den jeweils unterschiedlichen Zonen zu untersuchen und so ein besseres Verstandnis

der Mechanismen zu bekommen, lber die Mikroglia das ischamische Gewebe beeinflussen.

Das verwendete Depletionsmodell bietet im Gegensatz zu bisherigen Modellen die Moglichkeit,
Mikroglia langfristig zu depletieren. Die Prozesse der Regeneration und Remodellierung des
ischamischen ZNS-Schadens finden liber lange Zeitraume statt, im Menschen deutlich langer als
in der Maus. Mit diesem Depletionsmodell ist es erstmals moglich, auch langfristig die Rolle der
Mikroglia in der Remodellierung und Regeneration des ZNS nach einem Schlaganfall zu

untersuchen.
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