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Abklrzungen

BDNF brain-derived neurotrophic factor

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

EPC endotheliale Vorlauferzellen

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor

IGF-1 insulin-like growth factor type 1

IL-6 Interleukin-6

MCAo middle cerebral artery occlusion

NO Stickstoffmonoxid

rtPA recombinant tissue plasminogen activator

SGZ subgranulare Zone

STAT-3 signal transducer and activator of transcription-3
Svz subventrikulare Zone

TUNEL Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling
VEGF vascular-endothelial growth factor



1. Einleitung
1.1 Regeneration nach Schlaganfall: Angiogenese, Ne urogenese und das

Konzept der neuro-vaskularen Nische

Der Schlaganfall (ICD-10 Pos.-Nr.: 164) gehdrt mit 21.594 Sterbeféllen im Jahre 2011
zu den zehn haufigsten Todesursachen in Deutschland (Quelle: Statistisches

Bundesamt, http://www.destatis.de). Bei einem ischamischen Schlaganfall kommt es

nach einem arteriellen Gefal3verschluss zur Unterbrechung der Blutversorgung. Dies
fuhrt zu einer verminderten Bereitstellung von Sauerstoff und Nahrstoffen, was eine
Schéadigung des Hirngewebes verursacht (Quelle: ,Health topics, Stroke,

Cerebrovascular accident”, http://www.who.int).

RoutineméafRig wird in der Akutphase die rekanalisierende Therapie mittels
intraventser Thrombolyse mit ,recombinant tissue plasminogen activator® (rtPA)
innerhalb von viereinhalb Stunden nach Beschwerdeauftakt durchgefihrt. Bei
proximalen intrakraniellen Arterienverschlissen werden bei wenigen Patienten auch
interventionelle Verfahren wie die intraarterielle Lysetherapie oder mechanische
Thrombektomieverfahren angewendet, die jedoch in spezialisierten Zentren
durchgefuhrt werden mussen. Daruber hinaus fokussieren sich die Therapiekonzepte
in der Akutphase vor allem auf die Basistherapie (Kontrolle von Blutdruck, Blutzucker
und Korpertemperatur etc.), die Analyse des kardiovaskularen Risikoprofils, die
Behandlung von Komplikationen und den Beginn einer frihen Sekundarprophylaxe
sowie einer frihen Rehabilitation (Quelle: Leitlinie 22 2012 Akuttherapie des
isch&mischen Schlaganfalls, http://www.dgn.org).

Trotz der hohen 6konomischen Kosten und der hohen individuellen Relevanz fur die
betroffenen Patienten stehen seit der Zulassung von Actilyse® in Deutschland im

Jahre 2000 (Quelle: Fachinformation Actilyse®, Boehringer Ingelheim) keine neuen
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klinisch anwendbaren Medikamente zur Therapie des ischamischen Schlaganfalls
zur Verfugung. Dabei bestand aufgrund der erfolgreichen experimentellen Datenlage
lange Zeit grofRe Zuversicht, schnell geeignete neuroprotektive Medikamente fir die
humane Anwendung bereitzustellen. Ein weiteres aktuelles Beispiel fiur das
bestehende Translationsdefizit stellt eine Phase-2-Studie an tber 300 Patienten dar.
Obwohl hier tierexperimentelle Daten und auch eine humane Vorstudie positive
Ergebnisse bei der Anwendung des ,granulocyte-colony stimulating factor” (G-CSF,
AX200) erbracht hatten, verfehlte die Anwendung von G-CSF einen positiven Effekt
auf das Schlaganfallergebnis in dieser randomisierten, doppelblinden, plazebo-
kontrollierten, multizentrischen, humanen Studie (Schabitz & Schneider, 2006;
Ringelstein EB, 2012).

Uber die Ursachen dieser ungeniigenden Translation grundlagenwissenschaftlicher
Daten in humane Therapiestrategien wird nach wie vor intensiv diskutiert. Als ein
wesentlicher Grund gilt die Tatsache, dass bisher vor allem die Erforschung akuter
Vorgédnge zu frihen Zeitpunkten nach Schlaganfall im wissenschaftlichen Fokus
stand. Dabei ging es meist um die Untersuchung von Mechanismen, die lediglich auf
die Protektion der Neuronen im durch den Schlaganfall geschadigten Hirnareal
abzielten. Die Untersuchung komplexer pathophysiologischer Vorgange zu spaten
Zeitpunkten nach Schlaganfall — wie BlutgefaRneubildung, Umbauvorgadnge der
extrazellularen Matrix, chronische Inflammation sowie synaptische und neuronale
Plastizitat — fanden bisher nur wenig Beachtung. Dabei sind jedoch gerade
regenerative Prozesse und die Untersuchung des funktionellen Defizits Wochen und
Monate nach einem Schlaganfall relevant, um das Langzeitergebnis von

Schlaganfallpatienten aussagekraftig abzubilden (Endres et al., 2008).



Mittlerweile wird anerkannt, dass Strategien zur Verbesserung von Regeneration
nach  Schlaganfall Umbauvorgdnge der  zerebralen Blutgefalle und
Blutgefalineubildung bericksichtigen mussen (Ergul et al., 2012).

Wahrend der Embryonalentwicklung wird der primare vaskulare Plexus durch die
Differenzierung vaskularer endothelialer Vorlauferzellen, der sogenannten
Angioblasten, gebildet. Dieser Prozess wird als embryonale Vaskulogenese
bezeichnet. Anschlieend wird die weitere embryonale Blutgefa3bildung durch
Angiogenese fortgesetzt. Angiogenese beinhaltet dabei zum einen die Bildung von
Kapillaren durch ,Aussprossung” aus bereits existierenden Gefal3en (,sprouting®),
zum anderen die Bildung von Kapillaren durch Intussusception bzw. Invagination. Fur
die weitere Entwicklung intakter Arterien und Venen sind jedoch noch sogenannte
Lpruning“- und Maturationsvorgange notwendig. Jeder dieser Vorgange wird durch
verschiedene komplexe molekulare Signalwege beeinflusst, die bis dato nicht
vollstandig verstanden sind. Auch im adulten Organismus sind Endothelzellen keine
postmitotischen Zellen, sondern besitzen die F&ahigkeit zur Angiogenese, sowohl
unter physiologischen (z. B. Ovarialzyklus) als auch pathologischen Bedingungen,
wie z. B. der Bildung von Malignomen (Risau W, 1997).

Schon vor vielen Jahren wurde berichtet, dass auch im Schadensfall einer zerebralen
Ischamie die Neubildung von BlutgefafRen induziert wird. So wurden Ergebnisse aus
humanen Autopsieproben verdéffentlicht, die eine hdhere Blutgefal3dichte in der
Infarktrandzone mit einer langeren Uberlebenszeit korrelieren konnten (Krupinski et
al., 1993; Ergul et al., 2012).

In letzter Zeit finden sich einige experimentelle Untersuchungen, die sich mit der
Stimulation von Blutgefaf3neubildung nach Schlaganfall und den zugrunde liegenden
Mechanismen befasst haben. Aktuelle Beispiele stellen Experimente mit dem neuen

Proteasom Inhibitor BSc2118, mit Resveratrol, einem Phytoalexin aus der roten
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Weintraube oder nach Uberexpression von Netrin-1, welches als axonales
~=guidance® Molekul bekannt ist, dar. Hier wird gezeigt, dass Angiogenese und
Endothelproliferation nach Schlaganfall prinzipiell stimuliert werden kénnen und das
Schlaganfallergebnis positiv beeinflussen (Doeppner et al., 2012; Simé&o et al., 2012;
Lu et al.,, 2012). Dabei untersuchen diese Arbeiten relativ unterschiedliche
pathophysiologische Signalwege, was auf die Komplexitdt der Vorgange hinweist,
aber auch unterschiedliche Therapieansatze aufzeigt.

Als ein weiterer wichtiger Angriffspunkt zur Stimulation regenerativer Prozesse nach
Schlaganfall gilt die Modulation neuronaler Plastizitat. Adulte Neuronen besitzen als
post-mitotische Zellen per se nicht die Fahigkeit zur Zellteilung und Proliferation
(Kornack & Rakic, 2001; Ruggiero et al., 2012). Nach einer isch&mischen
Schédigung lasst sich zwar bei einzelnen Neuronen der Wiedereintritt in die S-Phase
des Zellzyklus beobachten. Dies fuhrt aber nicht zum Ersatz der geschadigten
Neuronen durch neu gebildete intakte Neuronen, sondern geht eher mit der Induktion
von Apoptose und nachfolgendem Zelltod einher (Katchanov et al., 2001).
Grundsatzlich finden sich im Gehirn jedoch spezialisierte Regionen, wie die
subgranulare Zone (SGZ) des Gyrus dentatus im Hippocampus oder die
subventrikulare Zone (SVZ) der Seitenventrikel, in denen Uber die gesamte
Lebensspanne reife Neuronen aus Vorlauferzellen differenziert werden (Seri et al.,
2004; Quifiones-Hinojosa et al., 2006). Unter pathologischen Bedingungen wie einer
zerebralen Ischamie wurde beobachtet, dass es zur Proliferation der neuronalen
Vorlauferzellen und verstarkten Neurogenese in der SGZ und SVZ kommt (Jin et al.,
2001; Macas et al., 2006; Marti-Fabregas et al., 2010). In den letzten Jahren wird
ebenso diskutiert, dass sich auch auf3erhalb von SGZ und SVZ Vorlauferzellen im
Hirnparenchym befinden, die durch eine zerebrale Ischamie aktiviert werden kénnen

(Buffo et al., 2005 und 2008).



Der Einsatz verschiedener Wachstumshormone oder neurotropher Faktoren, wie z.
B. Ostrogen und Meteorin, zeigt dabei, dass auch im Kontext Schlaganfall neuronale
Plastizitat stimuliert werden kann und positiv auf das Schlaganfallergebnis wirkt (Li et
al., 2011; Wang et al., 2012).

Besonders interessant ist dabei die Beobachtung, dass sich neuronale
Vorlauferzellen in einer pro-angiogenen Umgebung, der sogenannten ,neuro-
vaskularen Nische®, differenzieren. Die Theorie der ,neuro-vaskularen Nische” wurde
erstmals fur die adulte hippocampale Neurogenese unter physiologischen
Bedingungen beschrieben (Palmer et al., 2000). Auch fur den Schadensfall der
zerebralen Ischamie gibt es bereits erste Hinweise, dass sich die Prozesse der
Blutgefalineubildung und Neurogenese gegenseitig positiv beeinflussen (Ohab et al.,
2006). So wurde beobachtet, dass Neuroblasten aus der SVZ bevorzugt entlang von
Blutgefal3en in Richtung der ischmischen L&sion migrieren und dabei Gebiete mit

Blutgefal3neubildung durchwandern (Thored et al., 2007).



1.2  Zielstellung

Um regenerative Vorgange zu stimulieren und nach Schlaganfall therapeutisch
nutzen zu konnen, missen diese komplexen pathophysiologischen Prozesse
zunachst genauer charakterisiert und verstanden werden. Aufgrund der Vielzahl und
Komplexitat dieser Prozesse und Mechanismen wurde in der vorliegenden Arbeit auf
die folgenden fir das Verstandnis von Regeneration nach Schlaganfall relevanten

Fragen fokussiert:

a) Beeinflusst BlutgefaRneubildung das Langzeitergebnis nach Schlaganfall?

Welche Rolle spielt dabei regelméafiige korperliche Aktivitat?

b) Welchen Einfluss entfalten chronische inflammatorische Vorgange auf die
Blutgefalineubildung und das Langzeitergebnis nach Schlaganfall?

Welche Rolle spielt dabei das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-6?

c) Kann die Neubildung von Neuronen aus Neuroblasten das Langzeitergebnis nach
Schlaganfall verbessern?

Welche Rolle spielen hierbei residente neuronale Vorlauferzellen?

d) Unter welchen Bedingungen wird neuronale Regeneration und Neurogenese
unterstttzt?

Welchen Einfluss entfaltet hierbei die Modulation des Zytoskeletts?



2. Eigene Arbeiten
2.1  Angiogenese nach Schlaganfall
2.1.1 Die Auswirkung von freiwilliger regelmafiger korperlicher Aktivitat auf

die Blutgefal3neubildung und das Langzeitergebnis na ch Schlaganfall

Gertz K, Priller J, Kronenberg G, Fink KB, Winter B, Schrock H, Ji S, Milosevic M,
Harms C, Bohm M, Dirnagl U, Laufs U, Endres M. Physical Activity Improves Long
Term Stroke Outcome via Endothelial Nitric Oxide Synthase-Dependent
Augmentation of Neovascularization and Cerebral Blood Flow. Circulation Research.
2006; 99: 1132-1140.

Endothelial freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) gilt als potenter Vasodilatator,
stimuliert den zerebralen Blutfluss und fihrt zu Neuroprotektion nach Schlaganfall
(Endres et al. 2003). Bisher war jedoch unklar, ob endotheliales NO regenerative
Prozesse wie die Neubildung von BlutgefaRen stimuliert und ob dies das
Langzeitergebnis nach Schlaganfall positiv beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit zeigen wir, dass durch regelmaRige freiwillige kdrperliche
Aktivitdt die Expression der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS)
induziert und eine verstarkte Blutgefal3neubildung in der ischamischen L&sion
vermittelt wird. Viele Wochen nach Schlaganfall lieRen sich nach koérperlicher
Aktivitat vermehrt neu gebildete Endothelzellen und eine hohere Dichte perfundierter
Blutgefal3e im ischdmisch geschadigten Striatum nachweisen. Dies war mit einem
verbesserten zerebralen Blutfluss und einem geringeren Defizit in den funktionellen
Untersuchungen verbunden. Zusammengefasst konnen wir zeigen, dass
regelmanige freiwillige korperliche Aktivitdt eNOS-vermittelt insbesondere
Mechanismen der Neubildung von Blutgefal3en unterstitzt und dabei das

Langzeitergebnis nach Schlaganfall verbessert.
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Physical activity improves long-term stroke outcome via endothelial nitric oxide
synthase-dependent augmentation of neovascularization and cerebral blood flow.
Gertz K, Priller J, Kronenberg G, Fink KB, Winter B, Schrock H, Ji S, Milosevic M,
Harms C, Bohm M, Dirnagl U, Laufs U, Endres M. Circ Res. 2006 Nov

10;99(10):1132-40. doi: 10.1161/01.RES.0000250175.14861.77
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2.1.2 Der Einfluss inflammatorischer Mechanismen au f die
Blutgefal3neubildung und das Langzeitergebnis nach S chlaganfall —
Rolle von Interleukin-6
Gertz K*, Kronenberg G*, Kélin RE, Baldinger T, Werner C, Balkaya M, Eom GD,
Hellmann-Regen J, Kréber J, Miller KR, Lindauer U, Laufs U, Dirnagl U, Heppner FL,
Endres M. Essential role of interleukin-6 in post-stroke angiogenesis. Brain. 2012;
135: 1964-1980.
In der Akutphase nach Schlaganfall korrelieren im Blutplasma gemessene erh6hte
Interleukin(IL)-6-Spiegel mit einem ungunstigeren Ergebnis nach Schlaganfall (Smith
et al., 2004). Andererseits werden aber auch protektive Effekte von IL-6 auf das
Langzeitergebnis diskutiert (Suzuki et al., 2009). In dieser Arbeit wurde am Beispiel
des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 der Einfluss von chronischer
Neuroinflammation auf regenerative Vorgdnge nach Schlaganfall untersucht.
Zu frihen Zeitpunkten nach Schlaganfall zeigten IL-6-defiziente Mause eine deutlich
reduzierte Induktion des Angiogenese-assoziierten Gennetzwerkes und des ,signal
transducer and activator of transcription-3“ (STAT3). Mehrere Wochen nach
Schlaganfall wiesen IL-6-defiziente Mé&use vergrof3erte Lasionsvolumina und
schlechtere Testergebnisse in den funktionellen Untersuchungen auf. Dies ging mit
einer reduzierten Dichte perfundierter Blutgefale und verringerten absoluten
Blutflusswerten im ischamisch geschadigten Striatum einher. Die Transplantation von
IL-6-kompetentem Knochenmark konnte den reduzierten Langzeitph&anotyp der IL-6-
defizienten M&ause nicht aufheben. Dagegen kdénnen wir zeigen, dass residente
Hirnzellen als Hauptressource von IL-6 nach Schlaganfall dienen und IL-6 mittels
eines selbstinduzierenden und -amplifizierenden Vorganges produzieren. Insgesamt
beweisen unsere Daten, dass chronische Neuroinflammation protektive Effekte auf

das Langzeitergebnis nach Schlaganfall entfalten kann.
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Essential role of interleukin-6 in post-stroke angiogenesis. Gertz K, Kronenberg G,
Kalin RE, Baldinger T, Werner C, Balkaya M, Eom GD, Hellmann-Regen J, Krober J,
Miller KR, Lindauer U, Laufs U, Dirnagl U, Heppner FL, Endres M. Brain. 2012

Jun;135(Pt 6):1964-80. doi: 10.1093/brain/aws075
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2.2 Neurogenese nach Schlaganfall

2.2.1 Eigenschaften residenter neuronaler Vorlaufer  zellen nach Schlaganfall

Kronenberg G, Wang LP, Synowitz M, Gertz K, Katchanov J, Glass R, Harms C,
Kempermann G, Kettenmann H, Endres M. Nestin-expressing cells divide and adopt
a complex electrophysiologic phenotype after transient brain ischemia. Journal of
Cerebral Blood Flow and Metabolism. 2005; 25: 1613-1624.

Nestin gilt als ein Marker multipotenter Stammzellen und wird unter physiologischen
Bedingungen im Gyrus dentatus und der SVZ exprimiert (Fukuda et al., 2003;
Doetsch et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurden Nestin-GFP-transgene
Mause einer zerebralen Ischamie unterzogen und die Expression von Nestin bis zu
acht Wochen nach Schlaganfall immunhistochemisch und elektrophysiologisch
charakterisiert. Im Gegensatz zu ,sham®-operierten Tieren fanden sich bereits zu
frihen Zeitpunkten nach Schlaganfall Nestin-positive Zellen in der striatalen
ischamischen Lasion. Diese Zellen starben nicht ab, sondern konnten uber den
gesamten Beobachtungszeitraum nachgewiesen werden. Im Wesentlichen
wanderten die Zellen nicht aus der SVZ in die ischamische L&sion ein. Die Nestin-
positiven Zellen zeigten typischerweise keine Ko-Expression von astrozytéaren
Markern, aber auch keine Ko-Expression mit NeuN, einem Marker reifer Neurone.
Die Nestin-positiven Zellen bildeten einen charakteristischen elektrophysiologischen
Phanotyp mit komplexen Membraneigenschaften in den ,Patch-Clamp“-Ableitungen
aus.

Unsere Arbeit unterstitzt die These, dass auch auf3erhalb der neurogenen Zonen im
Gehirn ortsstandige Vorlauferzellen im Hirnparenchym vorhanden sind. Diese
residenten Vorlauferzellen konnten ein therapeutisches Ziel zur Stimulation

neuronaler Regeneration nach Schlaganfall darstellen.
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Nestin-expressing cells divide and adopt a complex electrophysiologic phenotype
after transient brain ischemia. Kronenberg G, Wang LP, Synowitz M, Gertz K,
Katchanov J, Glass R, Harms C, Kempermann G, Kettenmann H, Endres M. J Cereb

Blood Flow Metab. 2005 Dec;25(12):1613-24. doi: 10.1038/s).jcbfm.9600156
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2.2.2 Neuronale Vorlauferzellen als therapeutisches .rarget® zur Stimulation

von Neurogenese nach Schlaganfall

Kronenberg G*, Gertz K*, Cheung G, Buffo A, Kettenmann H, Gotz M, Endres M.
Modulation of fate determinants Olig2 and Pax6 in resident glia evokes spiking
neuroblasts in a model of mild brain ischemia. Stroke. 2010; 41: 2944-2949.

Olig2 und Pax6 sind Transkriptionsfaktoren, die gegenlaufige Effekte bei der
Differenzierung von Vorlauferzellen in adulte Neurone bewirken (Buffo et al., 2005).
Wahrend Olig2 als pro-glialer Faktor gilt, vermittelt Pax6 einen neurogenen
Phénotyp. Residente Vorlauferzellen nach Schlaganfall exprimieren den pro-glialen
Faktor Olig2 (Buffo et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels retroviralem Gentransfer die Expression von
Olig2 in residenten Vorlauferzellen antagonisiert bzw. die Expression des pro-
neurogenen Faktors Pax6 induziert. Die retrovirale Transduktion erfolgte zwei Tage
nach milder zerebraler Ischamie mittels stereotaktischer Injektion in das Infarktareal.
Nach 10 und 17 Tagen wurden die histologischen und elektrophysiologischen
Eigenschaften der transduzierten Zellen charakterisiert. Dabei fiihrte die Expression
von Pax6 und die Antagonisierung von Olig2 zu einer signifikanten Anzahl von
Zellen, die sich in ,Doublecortin“-positive Neurone differenziert haben. In den ,Patch-
Clamp“-Untersuchungen bedingte die Antagonisierung von Olig2 und Expression von
Pax6 einen hoheren Anteil an Natriumstromen. Dartber hinaus fanden sich Zellen,
die einzelne Aktionspotentiale generieren konnten und synaptische Eingangsstrome
aufwiesen. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Eigenschaften residenter
Vorlauferzellen nach einer zerebralen Ischdmie modulierbar sind. Die Arbeit belegt

prinzipiell die Mdglichkeit einer neuronalen Regeneration nach Schlaganfall.
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Modulation of fate determinants Olig2 and Pax6 in resident glia evokes spiking
neuroblasts in a model of mild brain ischemia. Kronenberg G, Gertz K, Cheung G,
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2.3  Die neurovaskulare Nische
2.3.1 Die Charakterisierung der neurovaskularen Nis che — Einfluss des

Zytoskeletts

Kronenberg G*, Gertz K*, Baldinger T, Kirste |, Eckart S, Yildirim F, Ji S, Heuser I,
Schrock H, Hortnagl H, Sohr R, Djoufack PC, Jiuttner R, Glass R, Przesdzing I,
Kumar J, Freyer D, Hellweg R, Kettenmann H, Fink KB, Endres M. Impact of actin
filament stabilization on adult hippocampal and olfactory bulb neurogenesis. Journal
of Neuroscience. 2010; 30: 3419-3431.

Dynamische zellulare Prozesse setzen eine intakte Funktion des Zytoskelettes mit
ungestortem Auf- und Abbau von Aktin voraus (Gourlay & Ayscough, 2005). Ziel der
Arbeit war es, den Einfluss eines rigiden Zytoskelettes auf die Funktion neuronaler
Vorlauferzellen und den Prozess der Neurogenese naher zu untersuchen. In der
Gelsolin-defizienten Maus migrierten neuronale Vorlauferzellen verlangsamt entlang
des rostralen Migrationstranges. Dabei waren Proliferation und Differenzierung der
Vorlauferzellen jedoch nicht verandert. Messungen in Synaptosomen und
organotypischen Schnittkulturen von Gelsolin-defizienten M&usen zeigten, dass die
Funktion der neuronalen Vorlauferzellen durch einen starkeren depolarisations-
induzierten Einstrom von Calcium und eine erhdhte exozytotische Freisetzung von
Neurotransmittern beeinflusst wird. Gelsolin-defiziente Mause wiesen eine erh6hte
Netto-Neurogenese im Hippocampus auf, was mit einer hoéheren Dichte an
perfundierten BlutgefaRen, einem erhohten zerebralen Blutfluss und einer
verstarkten eNOS-Expression einherging. Zusammengefasst liefern diese Daten
einen weiteren Beleg fur den Zusammenhang von neuronaler Regeneration und
Angiogenese. Die Arbeit zeigt ferner, dass Neurogenese in einer spezialisierten

neurovaskularen Umgebung modulierbar bzw. stimulierbar ist.
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Impact of actin filament stabilization on adult hippocampal and olfactory bulb
neurogenesis. Kronenberg G, Gertz K, Baldinger T, Kirste I, Eckart S, Yildirim F, Ji S,
Heuser I, Schrock H, Hoértnagl H, Sohr R, Djoufack PC, Juttner R, Glass R,
Przesdzing I, Kumar J, Freyer D, Hellweg R, Kettenmann H, Fink KB, Endres M. J

Neurosci. 2010 Mar 3;30(9):3419-31. doi: 10.1523/JNEUROSCI.4231-09.2010
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3. Diskussion

Bereits vor einhundert Jahren vertffentlichte der spanische Mediziner und spétere
Nobelpreistrager Santiago Ramén y Cajal seine Beobachtungen zu degenerativen
und regenerativen Vorgangen im peripheren und zentralen Nervensystem nach einer
Schéadigung (Cajal SR, 1913a und 1914a). Ab dem Jahr 1928 war eine englische
Ubersetzung verfugbar. In seiner Publikation erlautert Cajal, dass im Hirngewebe
regenerative Vorgange im Wesentlichen ineffektiv stattfanden. Selbst der Versuch zu
regenerieren, wirke instabil und ende innerhalb weniger Tage. Cajal betont aber
auch, dass Regeneration als wichtiges biologisches Phanomen des Gehirns, wenn
auch ineffektiv, existiere. Diese Tatsache widerlegt zweifelsfrei die fatalistische
Vorstellung von der Irreparabilitat zentraler Bahnen (,definitely refutes the fatalist
concept of the essential irregenerability of central paths”; Cajal SR, 1928).

Trotzdem wurde der Untersuchung alternativer bzw. ergdnzender Therapieoptionen,
die die Regeneration nach zerebraler Ischamie stimulieren kénnen, bisher nur wenig
Aufmerksamkeit geschenkt. Dabei erscheint die Charakterisierung regenerativer
Vorgange wie BlutgefaRneubildung, Umbauvorgange der extrazellularen Matrix,
chronische inflammatorische Vorgadnge sowie synaptische und neuronale Plastizitat
geeignet, neue Wege zur Verbesserung des Langzeitergebnisses von
Schlaganfallpatienten zu eréffnen (Endres et al., 2008).

Eine wichtige Voraussetzung fur die Untersuchung regenerativer Vorgange zu
spateren Zeitpunkten nach Schlaganfall stellt die Untersuchung in geeigneten
experimentellen Modellen dar. Deshalb etablierten und charakterisierten wir zunachst
ein in vivo-Schlaganfallmodell, in dem fiir 30 Minuten die linke Arteria cerebri media
(30-minutige MCAO0) verschlossen wird (Katchanov et al., 2001 und 2003). Dieses

Modell produziert kleine, im Wesentlichen striatale Lasionen und erreicht eine
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Erholung der Tiere innerhalb weniger Tage bei einer Mortalitat von ca. 10%. Dadurch
wird die Untersuchung regenerativer Vorgange viele Wochen und Monate nach
einem Schlaganfall ermdoglicht. Interessanterweise lasst sich in der striatalen
ischdmischen L&sion ein selektiver neuronaler Zelltod mit einem Verlust der
Projektionsneurone beobachten. Interneurone und gliale Zellen sterben jedoch nicht
(Katchanov et al., 2003). Dieses Modell gilt auch als Apoptosemodell, da die
Projektionsneurone eine zunehmende DNA-Fragmentation mit einem Maximum nach
72 Stunden aufweisen, die sich mittels ,Terminale Desoxyribosyl-Transferase
mediated dUTP Nick End Labeling“-assay (TUNEL-Methode) nachweisen l&asst
(Katchanov et al., 2001). Dies ist insofern relevant, da Filamentmodelle mit lAngeren
Okklusionszeiten (z. B. 60- oder 90-minutige MCAO0) regelhaft kortikostriatale
Pannekrosen induzieren (Carmichael ST, 2005). In der Regel tberleben die Mause
nach langeren Okklusionszeiten auch nur wenige Tage. Unserer Meinung nach
soliten daher Untersuchungen zu spaten Zeitpunkten in den MCAo-Modellen mit
langeren Okklusionszeiten kritisch beurteilt werden, weil mortalitatsbedingt die
Datenerhebung an selektierten Tieren stattfindet. Dartber hinaus muss der
zeitabhangige Umbau der ischamischen L&sion bertcksichtigt werden. Wahrend
auch Wochen nach einer 30-minutigen MCAo die Gewebeatrophie nur eine geringe
Rolle spielt und die Gewebeintegritdt im Wesentlichen erhalten bleibt, stellen
Atrophie, Narben- und Hygrombildung in murinen MCAo0-Modellen mit langeren
Okklusionszeiten eine weitere Limitierung in der Untersuchung und Aussagekraft
regenerativer Vorgange dar (Fernandez-Klett et al.,, 2013). Bei der Auswabhl
geeigneter Schlaganfallmodelle zur korrekten Abbildung von Regeneration missen
zusatzlich auch Stamm- und Speziesunterschiede beriicksichtigt werden (Carmichael
ST, 2005). Nach eigenen Beobachtungen erscheint z. B. der 129S6/SvEv-

Wildtypstamm geeigneter, um spéte Zeitpunkte zu untersuchen, da der C57BL6-
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Wildtypstamm selbst nach 30-minutiger MCAo haufiger zu Atrophie und
Narbenbildung mit starker Autofluoreszenz neigt, so dass z. B. die histologische
Erfassung eines zellularen Signals innerhalb der ischamischen Lasion erschwert ist.
Die Stimulation bzw. Modulation von Blutgefal3neubildung erscheint als ein
vielversprechender regenerativer Ansatz zur Verbesserung des Langzeitergebnisses
nach Schlaganfall (Endres et al., 2008). Ahnlich wie in der Embryonalentwicklung, wo
eine relative Gewebehypoxie die Ausbildung des vaskularen Plexus induziert
(Ramirez-Bergeron et al, 2006), stellt die zerebrale Ischamie einen
angiogenetischen Stimulus dar, der zu Endothelzellproliferation mit nachfolgender
Blutgefal3formation fuhrt (Wei et al., 2001). Im Modell der 30-minttigen MCAo lasst
sich dies am Zeitpunkt vier Wochen nach Schlaganfall durch eine Zunahme der
Blutgefalidichte um bis zu 80 % nachvollziehen (Gertz et al., 2012).

In unterschiedlichen Arbeiten konnte mittlerweile gezeigt werden, dass die
BlutgefalZneubildung nach Schlaganfall durch verschiedene Interventionen stimuliert
werden kann und zu einem verbesserten Schlaganfallergebnis fuhrt (Doeppner et al.,
2012; Lu et al., 2012; Simédo et al., 2012). Allerdings gab es auch schon frih
Hinweise, dass bei der Stimulation von Blutgefal3neubildung nach Schlaganfall in
komplexe pathophysiologische Vorgange eingegriffen wird. So bewirkte die
Applikation des ,vascular-endothelial growth factor* (VEGF) eine Stunde nach
zerebraler Ischamie eine Verstarkung des Blut-Hirn-Schranken-Schadens und eine
Verschlechterung des Schlaganfallergebnisses. Wird VEGF jedoch erst 48 Stunden
nach dem Ereignis eingesetzt, wird die Blutgefal3neubildung stimuliert, was zu einer
Verbesserung des Schlaganfallphanotyps fuhrt (Zhang et al., 2000). Hierbei spielt
auch der Applikationsweg von VEGF (systemisch vs. intrazerebroventrikulér) eine
Rolle (Kaya et al.,, 2005). Diese Daten zeigen, dass dasselbe Molekil sowohl

protektive als auch schadensverstarkende Wirkungen vermitteln kann. Gerade im
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Hinblick auf eine erfolgreiche Translation tierexperimenteller Daten ist es daher
notwendig, ausreichende Kenntnisse Uber die zugrunde liegenden Schadenswege
und Mechanismen zu gewinnen, um erfolgreiche Behandlungsstrategien zu
entwickeln.

Mittlerweile wird auch diskutiert, dass die reine Vermehrung von Blutgefal3en nach
Schlaganfall fir eine erfolgreiche vaskuldre Regeneration zu kurz greift. Vielmehr
stellt die Ausbildung funktionell intakter Blutgefél3e die wesentliche Herausforderung
dar. Dies beinhaltet weitere Reifungs- bzw. Maturationsvorgdnge, damit neugebildete
Blutgefal3e als physiologischer Bestandteil der neurovaskuldren Einheit fungieren
und zur zerebralen Blutversorgung bzw. Regulation des zerebralen Blutflusses
beitragen konnen. Dabei mussen z. B. die Differenzierung in arterielle oder vendse
Gefalde, die Ausbildung einer intakten Blut-Hirn-Schranke sowie die Stabilisierung
des Blutgefalies (,mural cell recruitment®) bertcksichtigt werden (Carmeliet P, 2003;
Gaengel et al., 2009).

In diesem Kontext wird auch die Relevanz von knochenmarksstdammigen
endothelialen  Vorlauferzellen (EPCs) diskutiert.  Ahnlich  wie in  der
Embryonalentwicklung, wo der priméare vaskulare Plexus durch die Differenzierung
vaskularer endothelialer Vorlauferzellen entsteht (Risau W, 1997), wird eine
Beteiligung von EPCs an adulter bzw. therapeutischer Vaskulogenese diskutiert
(Asahara & Isner, 2002; Carmeliet P, 2003). Dabei werden den EPCs
Reparatureigenschaften am geschadigten Endothel zugeschrieben (Werner et al.,
2002). Daruber hinaus tragen EPCs zur Blutgefal3neubildung und zu einem
verbesserten Schlaganfallergebnis bei (Gertz et al., 2006; Hayakawa et al., 2012).
Blutgefal3neubildung nach Schlaganfall stellt einen subakuten bis chronischen
Vorgang dar, der erst Tage bis Wochen nach Schlaganfallauftakt zum Tragen

kommt. Ein wesentlicher Kritikpunkt am Konzept der regenerativen Blutgefa3bildung
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nach Schlaganfall besteht daher in der Tatsache, dass der unmittelbare Untergang
von Neuronen in der Akutphase nach Schlaganfall nicht verhindert werden kann.
Hierbei muss auch bedacht werden, dass adulte Neurone per se nicht die Fahigkeit
zur Zellerneuerung durch Zellteilung bzw. Proliferation besitzen (Kornack & Rakic,
2001; Ruggiero et al., 2012).

Aktuelle Konzepte erklaren jedoch, wie Blutgefa3neubildung nach Schlaganfall zu
funktioneller Verbesserung fuhren konnte. So beschreibt die Theorie der neuro-
vaskularen Nische, dass sich neuronale Vorlauferzellen bevorzugt in einer
vasophilen Umgebung differenzieren (Palmer et al., 2000; Massouh & Saghatelyan,
2010). Auch im Schadensfall der zerebralen Ischamie beeinflussen sich
Blutgefalineubildung und Neurogenese gegenseitig (Ohab et al., 2006). So migrieren
Neuroblasten in kettenférmiger Anordnung bevorzugt entlang von BlutgefaRen zum
geschadigten Gewebe (Zhang et al., 2004; Thored et al., 2007; Massouh &
Saghatelyan, 2010). Dabei wiesen Neuroblasten aus der SVZ, die mit Endothelzellen
aus dem Schlaganfallrandgebiet ko-kultiviert wurden, eine vermehrte Proliferation
und neuronale Differenzierung auf (Teng etal.,, 2008; Massouh & Saghatelyan,
2010). Hierbei scheint die endotheliale Freisetzung neurotropher Faktoren wie z. B.
des ,brain-derived neurotrophic factors” (BDNF), eine protektive Rolle zu spielen
(Leventhal et al., 1999; Massouh & Saghatelyan, 2010).

Allerdings werden die Neurogenese-basierten Regenerationsvorgange nach
Schlaganfall auch als insuffizient angesehen, da nur eine geringe Anzahl von
Neuroblasten erfolgreich in die geschadigten Netzwerke integriert wird und
langerfristig Uberlebt (Massouh & Saghatelyan, 2010). Dies gilt sowohl fur die
Neuroblasten der neurogenen Zonen des Gehirns als auch fir residente
Vorlauferzellen (Massouh & Saghatelyan, 2010; Buffo et al., 2005; Kronenberg et al.,

2005).
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Interessanterweise lassen sich die Prozesse der Blutgefal3neubildung vor allem im
Infarktrandgebiet beobachten (Beck & Plate, 2009). Dabei verhindert die verbesserte
Versorgung der Infarktrandzone mit Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren, wie z. B.
Jnsulin-like growth factor type 1“ (IGF-1), den neuronalen Zelltod (Li et al., 2010;
Overman & Carmichael, 2013). Daher wird diskutiert, dass sich Neuronen, die im
Infarktgewebe Uberleben, auch viele Wochen nach Schlaganfall in einem
wachstumsfaktorabhangigen Status befinden (Overman & Carmichael, 2013). Dies
bietet die Basis zur Forderung neuronaler Plastizitat, welche axonale Aussprossung,
Anderungen der dendritischen Morphologie und der synaptischen Konnektivitat
beinhaltet. Dabei wird die Ausbildung alternativer neuronaler Netzwerke vermittelt,
was letztlich zum funktionellen Ausgleich des Defizits beitragt (Overman &
Carmichael, 2013). Dartber hinaus fuhren auch lebensstilrelevante Interventionen
wie regelmafige korperliche Aktivitat zur Aktivierung subkortikaler Netzwerke und

neuronaler Plastizitat (Luft et al., 2008; Overman & Carmichael, 2013).
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4, Zusammenfassung

Regeneration stellt ein bisher zu wenig beachtetes Prinzip zur Therapie des
ischdmischen Schlaganfalls dar. Dabei bieten gerade die komplexen
Langzeitprozesse nach Schlaganfall vielfaltige Ansatzpunkte zur Modulation und
Stimulation, um letztlich eine Verbesserung des neurobehavioralen Defizits und
Langzeitergebnisses nach Schlaganfall herbeizuftihren.

Blutgefal3neubildung nach Schlaganfall kann durch verschiedene Interventionen
stimuliert werden und das Schlaganfallergebnis verbessern. Hierbei missen jedoch
Maturationsvorgange beachtet werden, die zur Ausbildung einer intakten und
funktionsfahigen neurovaskuléaren Einheit fihren.

Das Prinzip der neuro-vaskularen Nische zeigt auf, wie durch Blutgefal3neubildung
nach Schlaganfall optimale Bedingungen geschaffen werden, um eine neuronale
Regeneration auch unter pathologischen Bedingungen zu ermdglichen. Dies schlief3t
die Differenzierung und erfolgreiche Integration neuronaler Vorlauferzellen, die
Aktivierung alternativer neuronaler Netzwerke und die Stimulation von neuronaler
Plastizitat mit ein.

Zusammenfassend erscheint die Erforschung regenerativer Vorgange nach
Schlaganfall als ein realistischer Ansatz mit groRem Potential flr die Translation in
klinische  Behandlungsstrategien. Nachdem bislang die therapeutischen
Bemuhungen auf die Akutphase der zerebralen Ischamie fokussierten, konnte die
Forderung von spezifischen regenerativen Prozessen eine neue Perspektive in der

Behandlung von Schlaganfallpatienten ertffnen.
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» weder friiher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefthrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

« die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit
technischen Hilfskraften sowie die verwendete Literatur vollstandig in der
Habilitationsschrift angegeben wurden.

» mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, den 09. Oktober 2013

Dr. Karen Gertz
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