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Einleitung 1

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Rolle der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthetase (iNOS) in einem Schlaganfallmodell der Maus. Der iNOS wird
eine wichtige Rolle in der Vermittlung des spaten ischamischen Schadens durch Produktion
toxischer Mengen von Stickstoffmonoxid (NO) zugesprochen. Um den Expressionsort der
iINOS naher zu bestimmen, wurde eine Knochenmarkchimare der Maus verwendet, welche

die Unterscheidung zwischen ortstandiger Mikroglia und einwandernden Leukozyten erlaubt.

1.1 Zerebrale Ischamie

Der Schlaganfall ist in Deutschland nach dem Herzinfarkt und malignen Tumorerkrankungen
die dritthaufigste Todesursache (Berlit, 2000) sowie die am haufigsten zu dauerhafter
Invaliditdt fihrende Erkrankung in den westlichen Industrielandern (Schellinger, 2001).
Dieses verleiht dem Schlaganfall nicht nur eine medizinische, sondern auch eine soziale und
Okonomische Dimension.

In Deutschland erleiden zurzeit ungefahr 150 000 Einwohner pro Jahr einen Schlaganfall.
Rund 800 000 Menschen in Deutschland miissen mit den Folgen eines Schlaganfalls leben
(Poeck, Hacke, 2001). Etwa 15-20% der Schlaganfallpatienten sterben innerhalb der ersten
vier Wochen. Von den Uberlebenden wird nur etwa ein Drittel der Kranken wieder vollstéandig
rehabilitiert. Ein Drittel kann zwar einfache tagliche Aufgaben verrichten, leidet jedoch an
deutlichen Einschrankungen. Ein Drittel der Patienten bleibt dauerhaft pflegebedurftig (Berlit,
2000).

Bisher steht als einzige kausal wirksame Akutmaf3inahme nur die rekanalisierende Therapie
mittels gentechnisch hergestellter Alteplase (rt-PA - recombinant tissue plasminogen
activator) zur Verfiigung. Diese kann jedoch aufgrund des engen Zeitfensters von maximal
drei bis sechs Stunden nach dem Schlaganfall nur bei ein bis vier Prozent aller betroffenen
Patienten durchgefuhrt werden. Alle anderen Patienten kdnnen nur durch eine so genannte
Basistherapie, d.h. die Einstellung eines optimalen Blutdrucks sowie die Verhinderung von
Hyperglykamien, Fieber und anderen Komplikationen (z.B. Infektionen) unterstitzend
behandelt werden (Warlow et al., 2003; Davalos, 2005).

Aus diesem Grund richtet sich ein Schwerpunkt der Schlaganfallforschung auf die

Entwicklung von Therapieansatzen, die auch aufierhalb dieser Akutphase wirksam sind.
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1.2 Pathophysiologie des Schlaganfalls

1.2.1 Energieverlust und Exzitotoxizitat

Das Hirngewebe hat unter physiologischen Umstdnden einen hohen Verbrauch an
Sauerstoff und Glukose und bezieht seine Energie hauptsachlich durch oxidative
Phosphorylierung (Ubersicht siehe Moro et al., 2004; Dirnagl et al., 1999). Die fokale
zerebrale Ischamie fluhrt zu einem schnellen Abfall der zerebralen Blutversorgung und
dadurch zu einem Versiegen der Energiequellen im betroffenen Teil des Gehirns. Das
verschlossene Gefal verhindert den Transport der fir die Energiegewinnung notwendigen
Metaboliten Glukose und Sauerstoff. Eine Aufrechterhaltung der normalen Zellfunktion wird
daher unmoglich. Durch das Versagen der ATP-abhangigen lonenpumpen kommt es zum
Verlust des lonengradienten Uber der Zellmembran und hierdurch zur Depolarisation von
Neuronen und Gliazellen. Potential-abhangige Calcium-Kanale werden aktiviert und fihren
zur Ausschittung exzitatorischer Aminosauren in den synaptischen Spalt. Abb.1 zeigt eine
Ubersicht der pathophysiologischen Prozesse nach zerebraler Ischdmie.

Vor allem durch die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren kommt es zu einer Uberladung der
Zelle mit Calcium und zu einem Einstrom von Natrium- und Chlorid-lonen in die Zelle.
Wasser folgt Uber den Konzentrationsgradienten und bewirkt die Entstehung eines
zytotoxischen Odems. Das Hirnédem fiihrt zur Ausdehnung des Perfusionsdefizits und leistet
durch Erhéhung des Hirndrucks, vaskulare Kompression und Herniation einen wesentlichen
Beitrag zur Verschlechterung der Klinik nach dem Schlaganfall (Ubersicht siehe Dirnagl et
al., 1999).

Durch seine Funktion als sekundéarer Botenstoff aktiviert der erhdhte Calcium-Spiegel
verschiedene Enzyme und Reaktionsketten in Kern und Zytoplasma, die den
Gewebsschaden vergroflern. Hierzu gehdrt die Aktivierung proteolytischer Enzyme, die
Proteine des Zytoskeletts und der extrazellularen Matrix angreifen kénnen, aber auch die
Aktivierung der Phospholipase A, und der Cyclooxygenase (COX), welche die Entstehung
freier Radikale férdern. Die freien Radikale sind eine Gruppe von Molekilen, die aufgrund
eines ungepaarten Elektrons extrem reaktionsfreudig und aggressiv sind. Durch sie kommt
es zu einer Schadigung von Lipiden, DNA und Proteinstrukturen der Zelle. Darliber hinaus
kénnen freie Sauerstoff-Radikale als wichtige Signalmoleklle agieren und so die Einleitung
des programmierten Zelltods (Apoptose) und inflammatorischer Reaktionen fordern. Sie
tragen weiterhin durch die Aktivierung von Proteasen und Veranderung von Makromolekilen
zum Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke sowie der Bildung eines Hirnédems bei.
Aufgrund ihrer aggressiven Eigenschaften wird ihnen ein wesentlicher Beitrag am

sekundaren Schaden nach zerebraler Ischamie zugeschrieben.
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1.2.2 Apoptose und Nekrose

Nicht das gesamte ischamische Territorium ist gleichermalien von den oben beschriebenen
Veranderungen betroffen. Im Zentrum des ischamischen Gebietes (dem so genannten
Infarktkern) ist die Blutflussreduktion am deutlichsten (0-20%) und fihrt durch anhaltende
Depolarisation und Exzitotoxizitat zu einem schnellen Energieverlust und nachfolgend durch
Lipolyse, Proteolyse und dem anhaltenden Zusammenbruch des lonengleichgewichts
schlieflich zum Zelltod (Hossmann, 1994). Hier ist die Nekrose der vorherrschende
Mechanismus.

In der Peripherie der ischamischen Region (der so genannten Penumbra) wird die
Flussreduktion nach auflen hin immer weniger relevant, da KollateralgefaRe aus
benachbarten Regionen zur Perfusion beitragen und somit die Aufrechterhaltung eines
reduzierten Energiemetabolismus unterstitzen kdnnen. Der Tod der Zellen wird hier vor
allem durch den programmierten Zelltod, die Apoptose, hervorgerufen. Neuronen in der
Penumbra sind elektrisch stumm, kénnen jedoch gerettet werden, wenn der Blutfluss
wiederhergestellt und neuroprotektive Malinahmen unternommen werden (Astrup et al.,
1977).

Energieverlust
Peri-Infarkt-

Depolarisation

AA
A Ca++

Na+

K+
Depolarisation~

Na+

Glutamat- ™ Zollodem

Ausschittung Catt

l Mitochondrien-

Enzyminduktion SCTQdEH

~

Freie Radikale
/ NO \\

Apoptose

DNA-Schaden

Inflammations-
mediatoren

Leukozyten-

Mikroglia- Infiltration

Aktivierung

A: Glutamat

Abb. 1: Vereinfachte Ubersicht der pathophysiologischen Prozesse nach fokaler zerebraler
Ischamie. Modifiziert nach Dirnagl et al., 1999. Energieverlust fiihrt zur Depolarisation von
Neuronen. Aktivierung von spezifischen Glutamatrezeptoren erhéht den intrazelluldren Spiegel von
Natrium, Calcium und Chlorid, wahrend Kalium in den Extrazelluldrraum ausgeschuttet wird. Die
Diffusion von Glutamat und Kalium in den Extrazellularraum kann zu peri-Infarkt-Depolarisationen
fuhren, wahrend der osmotische Gradient Flussigkeitsverschiebungen in den Intrazellularraum und
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dadurch die Odembildung bewirkt. Durch Calcium als Botenstoff kommt es zur Uberaktivierung
verschiedener Enzymsysteme (Proteasen, Lipasen, etc.). Es entstehen freie Radikale, die
Membranen, Mitochondrien und DNA zerstéren und die Apoptose einleiten kénnen. Freie Radikale
induzieren die Bildung von Entziindungsmediatoren, die Mikroglia aktivieren kénnen und Uber
Hochregulation von  Adhasionsmolekilen der Endothelzellen die Einwanderung von
Entziindungszellen aus dem peripheren Blut férdern (Leukozyten-Infiltration).

1.2.3 Post-ischdmische Inflammation

Die Calcium-abhangige Aktivierung von second-messenger Systemen, der Anstieg von
freien Radikalen sowie die Hypoxie an sich fuhren Uber die Induktion verschiedener
Transkriptionsfaktoren zur Expression unterschiedlicher proinflammatorischer Gene. Zu
diesen Transkriptionsfaktoren gehdért unter anderem der nukledre Faktor-kappa-B (NFkB),
dem eine SchlUsselrolle in der Einleitung der nachfolgenden Inflammation und des
programmierten Zelltodes zugeschrieben wird. Dieser reguliert unter anderem die
Transkription inflammatorischer Enzyme wie der iNOS, der COX-2, proinflammatorischer
Zytokine, pro-apoptotischer Faktoren sowie von Adh&sionsmolekilen (Ubersicht siehe
ladecola, 1997b; Buttini et al., 1994).

Bereits wenige Stunden nach zerebraler Ischamie werden Adhasionsmolekiile auf der
Endotheloberflache exprimiert. Diese interagieren mit den Oberflachenrezeptoren
neutrophiler Granulozyten, welche daraufhin ins Hirngewebe einwandern. Gelenkt durch
Chemokine folgen Makrophagen und Monozyten den neutrophilen Granulozyten. Funf bis
sieben Tage nach der Ischamie bilden diese die Hauptpopulation der Zellen im Infarktgebiet
(Ubersicht siehe Moro et al., 2004; ladecola, 1997b; Dirnagl et al., 1999).

Es gibt Hinweise, dass einwandernde Leukozyten den Schaden vergroRern (Clark et al.,
1991). Diese Beobachtungen werden dadurch gestutzt, dass der ischamische Schaden
verringert wird, wenn Adhasionsmolekule oder inflammatorische Mediatoren wie Interleukine
durch Antikérper geblockt werden oder eine systemische Neutropenie induziert wird. Auch
transgene Mause, denen das Gen fir den Transkriptionsfaktor Interferon-regulierender-
Faktor (IRF) fehlt, der die Expression Inflammations-assoziierter Gene reguliert, weisen
kleinere InfarktgroRen im Vergleich zum Wildtyp auf (ladecola et al., 1999).

Neutrophile Granulozyten produzieren aufler Chemokinen auch Proteasen, Lipasen und
Sauerstoffradikale und flihren somit moglicherweise zu einer Potenzierung des Schadens in
den Zellen der Penumbra. Aullerdem konnen sie durch Koagulation mit Erythrozyten und
Blutplattchen eine Verlegung der Kapillaren (,capillary plugging®) hervorrufen und hierdurch
zur Verschlechterung des mikrovaskularen Blutflusses beitragen (Winquist et al., 1997,
Becker, 2001). Die Aktivierung von Phospholipasen durch Calcium-abhangige
Signaltransduktion flihrt zur Produktion von biologisch aktiven Substanzen wie Leukotrienen,
Eicosanoiden, Prostaglandinen und dem Plattichenaktivierenden Faktor (PAF). Hierdurch

kommt es zur Vasokonstriktion und Plattchenaggregation (Becker, 2001).
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Auch die residenten immunkompetenten Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS), die
Mikrogliazellen, reagieren umgehend auf den Gewebsschaden (Gehrmann et al.,, 1992;
Morioka et. al.,, 1992). Sie erkennen apoptotische oder geschadigte Zellen in ihrer
Umgebung und stoflen daraufhin eine inflammatorische Reaktion an. Die Aktivierung der
Mikroglia ist durch einen Ubergang in eine typische amdbioide Morphologie erkennbar
(Giulian et al., 1994). Die Mikroglia wird wie die Makrophagen phagozytisch aktiv, kann von
diesen jedoch weder morphologisch noch immunhistochemisch eindeutig unterschieden
werden, da sie zugleich weitgehend identische intrazellulare und membranstandige Marker
exprimiert (Perry et al.,, 1993; George et al.,, 1994). Eine Unterscheidung ist nur Uber die
Bestimmung von drei unterschiedlichen Transkriptionsprodukten moglich, die von der
aktivierten Mikroglia, jedoch nicht von Makrophagen exprimiert werden (Donnou et al., 2005).
In den ersten Stunden nach fokaler zerebraler Ischamie bildet sich ein Astrozytenwall aus
hypertrophen Astrozyten um das Infarktgebiet herum. In der Kernregion des Infarktes
hingegen lassen sich ab den ersten Tagen nach dem ischamischen Ereignis keine
Astrozyten mehr nachweisen (Chen et al., 1993; Li et al., 1995). Es wird vermutet, dass die
sich ausbildende Glianarbe das geschadigte Areal vom gesunden Gewebe abschottet und
dieses so vor einer Ausbreitung des pathologischen Prozesses schitzt. Die aktivierten
Astrozyten sezernieren eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren, welche die
Entziindungsreaktion fordern (Yu et al., 2000). Daruber hinaus gibt es auch Hinweise, dass
die reaktive Astrogliose die neuronale Regeneration nicht nur férdert, sondern Uberhaupt erst
moglich macht (Ridet et al., 1997).

1.3 Synthese und Funktion von NO nach zerebraler Ischamie

1.3.1 Biologische Effekte von NO in der zerebralen Ischamie

Glutamat wirkt postsynaptisch Uber die Bindung an vier Hauptrezeptortypen: den
metabotropen Rezeptor, den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor), den
Alphaaminohydroxymethylisoxazolepropionsaure-Rezeptor (AMPA-Rezeptor) und den
Kainat-Rezeptor. Fir die Vermittlung der Glutamat-Exzitotoxizitat ist vor allem der NMDA-
Rezeptor verantwortlich (Ubersicht siehe Samdani et al., 1997).

Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors fiihrt zum Calcium-abhangigen Anstieg von NO. NO
entsteht, katalysiert durch die NO-Synthetase (NOS), aus L-Arginin. Es existieren drei
Isoformen der NOS: die neuronale, die induzierbare und die endotheliale NO-Synthetase
(siehe Kapitel 1.3.2).

Nach fokaler zerebraler Ischamie steigt die Konzentration von NO innerhalb von 20 Minuten
auf mikromolare Konzentrationen und nimmt dann wieder ab. Der NO-Anstieg geht einher
mit dem Anstieg von NOS-Aktivitat und NOS-Expression und kann durch Glutamat-

Rezeptor-Antagonisten gehemmt werden. Die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren ist ein
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wichtiger Faktor bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Exzitotoxizitat. Dies stellt
einen der Hauptmechanismen in der Vermittlung des neuronalen Schadens und Zelltodes
nach der Ischamie dar (Ubersicht siehe Samdani et al., 1997; Dirnagl et al., 1999).

Die Ergebnisse dazu, welche Rolle NO in der Pathophysiologie des ischamischen Schadens
wirklich spielt, sind jedoch widersprichlich. Die Daten einiger Arbeiten deuten darauf hin,
dass NO bei zerebraler Ischamie nicht nur destruktiv, sondern auch protektiv wirken kann, je
nach Zeitpunkt und dem zelluldren Ursprung der Synthese (Ubersicht siehe ladecola, 1997b;
Samdani et al., 1997; Peng et al., 1998).

Auf der einen Seite ist NO ein potenter Vasodilatator und ein Inhibitor der Plattchen-
Aggregation und Leukozyten-Adhasion. Dies fordert den post-ischamischen Blutfluss durch
Verbesserung des kollateralen Blutflusses und Verhinderung von mikrovaskularer Verlegung
durch Leukozyten und Blutplattchen. AufRerdem kann NO den Calcium-Einstrom U(ber
NMDA-Rezeptoren hemmen und dadurch die Glutamat-Neurotoxizitat deutlich senken. NO
bindet dartber hinaus andere reaktive Sauerstoffradikale und senkt hierdurch den Ischamie-
induzierten oxidativen Schaden (Ubersicht siehe ladecola, 1997b). Weiterhin verandert es
die Konformation der Guanylatzyklase, was zur Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) fuihrt, welches neuroprotektiv wirken kann (Radomski et al.,
1990). Es gibt Hinweise, dass NO als antiinflammatorischer Faktor wirkt. Von exogenen NO-
Donoren freigesetztes NO kann die Zytokin-induzierte Endothelzell-Aktivierung hemmen (De
Caterina et al., 1995; Khan et al., 1996), Endothel-Leukozyten-Interaktionen unterbinden
(Tsao et al., 1997) und die vaskulére Inflammation verringern (Ubersicht siehe Peng et al.,
1998).

Auf der anderen Seite ist NO ein Zytotoxin, welches das Hirngewebe auf verschiedene Arten
schadigen kann. Aufgrund eines ungepaarten Elektrons in seiner auf3eren Elektronenhdlle
agiet NO als freies Radikal. Zu seinen Zielmolekilen gehdren Sauerstoff,
Metallverbindungen, Eisen-Schwefel- und Ham-haltige Proteine (Ubersicht siehe Peng et al.,
1998). Es fordert die oxidative Schadigung durch die Reaktion mit dem Superoxid-Anion
(O2) unter Bildung von Peroxynitrit (ONNQO), einem starken Oxidans (NO + O, = ONOO)
sowie durch die Stérung des Eisenmetabolismus (Ubersicht sieche Samdani et al., 1997). NO
verursacht, sowohl direkt als auch indirekt durch seine gebildeten Metaboliten, DNA
Schaden, hemmt die DNA-Synthese und 16st den programmierten Zelltod aus. Aul3erdem
kann NO den Schaden, der durch die Ausschiittung exzitatorischer Neurotransmitter nach
Ischamie entsteht, vergréRern (Ubersicht siehe ladecola, 1997b).

Zum jetzigen Zeitpunkt bleibt die genaue Rolle von NO in der zerebralen Ischamie ungeklart.
Vermutlich hangt die Wirkung von NO vor allem davon ab, wo und zu welchem Zeitpunkt
nach dem ischamischen Schaden und in welchem Redoxmilieu es gebildet wird (Lipton et

al., 1993). Weitere Erkenntnisse Uber die protektiven oder destruktiven Eigenschaften von
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NO erhofft man sich durch die Untersuchung der Funktion der einzelnen NO-Synthetase-
Formen. Abb. 2 zeigt eine Ubersicht lber die verschiedenen biologischen Funktionen von

NO nach fokaler zerebraler Ischamie.

NO-Toxizitat NO-Protektion

Oxidadativer Erleichtert

Schaden DNA-Schéden den Pangt reaktive

Blutfluss 02-Spezies ab

. Limititiert
Energieverlust Exzitotoxizitat

Abb. 2: Ubersicht iiber protektive und destruktive Funktionen von NO nach fokaler zerebraler
Ischamie. Modifiziert nach ladecola, 1997b. NO kann nach ischamischem Hirnschaden sowohl
toxische als auch protektive Funktionen austben und fuhrt Uber die Bildung von Peroxynitrit, einem
starken Oxidans, zu oxidativem Schaden. Es setzt Eisen aus der Zelle frei und foérdert so die
Radikalbildung und Lipid-Peroxidation durch Eisen-Komplexe. Sowohl Enzyme der Glykolyse als auch
die mitochondriale Energiegewinnung kénnen von NO gehemmt werden. Die Hemmung der
Kreatinkinase-Bildung fuhrt zu weiterem Energieverlust nach der Ischamie. Die DNA-Synthese wird
durch Hemmung des Schlisselenzyms Ribonukleotid-Reduktase inhibiert. Durch Basenabbau kann
NO die DNA weiter schadigen und letztendlich zur Apoptose fihren. Jedoch ibt NO auch protektive
Effekte aus: Durch Aktivierung von cGMP sowie Calcium-abhangiger Kalium-Kanale fuhrt NO zu
Vasodilatation. Durch Hemmung der Plattchenaggregation sowie der Leukozytenadhasion wird die
Mikrozirkulation verbessert. NO kann NMDA-Rezeptoren hemmen und somit Exzitotoxizitat regulieren.
Durch Reaktion mit Alkoxyl (LOe), Peroxyl (LOOe) sowie OHe-Radikalen wirkt NO als Radikalen-
Fanger.

1.3.2 NOS-Isoformen

Die NOS katalysiert bei Vorliegen von Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und
Sauerstoff die Oxidation von L-Arginin zu NO. Als Nebenprodukt der Reaktion entsteht
Citrullin. Notwendige Kosubstrate der Reaktion sind reduzierte Thiole, Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD), Flavin-Adenin-Mononukleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin.

Bisher sind drei Isoformen der NOS charakterisiert worden, die nach dem Gewebe benannt
wurden, aus dem sie zuerst extrahiert wurden: die neuronale (nNNOS, Typ |), die induzierbare
oder auch immunologische (iNOS, Typ Il) und die endotheliale NO-Synthetase (eNOS, Typ
lll). Die neuronale und endotheliale NOS werden konstitutiv gebildet, wahrend die iINOS
unter normalen Umstanden nicht exprimiert wird, jedoch in vielen Zelltypen auf entziindliche
Stimuli hin induziert wird. Die eNOS und nNOS synthetisieren NO nur, wenn hohe Calcium-
Konzentrationen vorliegen und Calmodulin (CaM) an das Enzym gebunden ist. Dagegen
findet die NO-Produktion durch iNOS kontinuierlich und unabhangig von der Calcium-

Konzentration der Zelle statt, da Calmodulin selbst bei niedrigen Calcium-Konzentrationen
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an iNOS bindet. Somit produzieren eNOS und nNOS kleine und sehr regulierte Mengen von
NO, die an die Messenger-Funktion dieses Molekils angepasst sind, wahrend iNOS grol3e
Mengen von NO kontinuierlich Uber einen langeren Zeitraum produziert. Diese Eigenschaft
scheint flir den zytotoxischen Effekt von NO mitverantwortlich zu sein (Ubersicht siehe
ladecola, 1997b; Samdani et al., 1997).

Bisherige Studien nutzten zur Untersuchung der Wirkung der NO-Synthetasen zunachst
Nitro-L-Arginin ~ (L-NA) und L-Nitro-Arginin-Methyl-Ester  (L-NAME), unspezifische
Hemmstoffe, die alle drei Isoformen der NOS gleichzeitig hemmen. Die Resultate dieser
Untersuchungen waren sehr widerspriichlich (Ubersicht siehe ladecola, 1997b) und somit
wenig aussagekraftig.

Ende der Neunziger konnten durch die Entwicklung von Hemmstoffen der spezifischen
Unterformen der NO-Synthetasen und vor allem auch durch die Nutzung Isoform-
spezifischer Knock-out-Mause weiterfihrende Erkenntnisse Uber die Funktion der einzelnen
Subtypen der NO-Synthetasen gefunden werden.

Studien mit nNOS- und iINOS-Hemmern im ischamischen Schlaganfall haben durchgehend
eine Reduzierung der InfarkigrélRen gezeigt. Mause, die mit nNOS-Hemmern behandelt
wurden, hatten deutlich kleinere Infarkte als ihre Kontrollgruppe (Zhang et al., 1996; Nagafuiji
et al.,, 1995). NNOS-Knock-out-Mause hatten nach permanentem Verschluss der Arteria
cerebri media (MCAO) um 40% kleinere Infarkte als entsprechende Wildtypen.
Neuronenkulturen aus diesen Mausen waren resistenter gegen Glutamat-vermittelte
Neurotoxizitat (Huang et al., 1994; Hara et al., 1996). Die Produktion der neuronalen NOS
konnte hierbei vor allem in Astrozyten nachgewiesen werden.

ENOS-defiziente Mause wiesen groRere Infarkte als ihre entsprechenden Wildtypen auf.
Eine Erklarung hierfir konnte die Aufrechterhaltung des zerebralen Blutflusses durch
Vasodilatation in der Region der Penumbra sowie eine Verhinderung der
Plattchenaggregation in diesen Mausen sein (Huang et al., 1996; Loihl et al., 1999).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl die nNOS- als auch iINOS-Aktivitat
schadlich fur das ischamische Hirn sind, wahrend die eNOS-Aktivitat zumindest in den
frihen Phasen nach Infarkt protektiv sein kann. Es wird vermutet, dass neuronales NO zur
Entstehung des Gewebeschadens beitragt, wahrend endotheliales NO eine protektive Rolle
einnimmt. Wahrscheinlich iberwiegen in der frihen Phase der zerebralen Ischamie die
vorteilhaften Effekte des endothelialen NO gegeniliber dem neurotoxischen Potential von
neuronalem NO. Einige Stunden nach der Ischamie wirken die vaskularen Effekte von NO
jedoch nicht mehr protektiv und NO beginnt neurotoxisch zu wirken. In der spaten Phase
nach der Ischamie wird iINOS im Rahmen der post-ischamischen Entziindungsreaktion
exprimiert und tragt vermutlich zum verspéteten ischamischen Schaden bei (Ubersicht siehe
ladecola, 1997b).
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1.3.3 Pathophysiologische Rolle der iNOS

Die immunologische NO-Synthetase erhielt ihren Namen aus dem Gewebe, aus dem sie
zuerst kloniert wurde. Da sie aber im Gegensatz zur nNOS und eNOS Calcium-unabhangig
und auf entziindliche Stimuli hin exprimiert wird, wird sie auch induzierbare NOS genannt.

In vielen Zellen wird iNOS von Lipopolysacchariden (LPS) und Zytokinen induziert.
Proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 13 (IL-1f), Tumornekrosefaktor a (TNF-a) oder
Interferon y (IFN-y) werden fruhzeitig nach der Ischamie induziert und sind an der
Expression von iNOS beteiligt. In Makrophagen wird die Transkription von iNOS durch LPS-
Sequenzen des Transkriptionsfaktors NFB induziert, wahrend die Aktivierung durch IFN-y
den Interferon-reguliernden-Faktor 1 (IRF-1) bendtigt. Ebenso wird iNOS durch Hypoxie
mittels Bindung des Hypoxie-induzierbaren-Faktors 1 (HIF-1) an die INOS Promoter-Region
aktiviert (Ubersicht siehe Moro et al., 2004).

Eine Hochregulation der iNOS wurde wahrend arteriosklerotischer Prozesse (Buttery et al.,
1996), Gefalischaden nach Ballon-Dilatation (Douglas et al., 1994; Joly et al., 1992) und vor
allem auch wahrend zahlreicher inflammatorischer Prozesse und Infektionen beobachtet
(Ubersicht siehe Nathan, 1997). Viele ZNS-Pathologien wie Gehirntumore, Traumata (Clark
et al., 1996; Sinz et al., 1999), AIDS-Demenz, Alzheimer, die experimentelle Autoimmun-
Enzephalomyelitis (Ding et al., 1997) und demyelinisierende Erkrankungen sind mit einer
Expression von iNOS assoziiert (Ubersicht siehe ladecola, 1997b). In all diesen Pathologien
wird die iINOS seit Jahren insbesondere als Teil einer komplexen Entziindungsreaktion nach
verschiedenen inflammatorischen Prozessen gesehen (Buttini et al., 1994; Schroeter et al.,
1995).

Auch in der zerebralen Ischamie, insbesondere in der Vermittlung des spaten neuronalen
Schadens, wird der iINOS eine wichtige Rolle zugeschrieben. In vitro konnte gezeigt werden,
dass die INOS nach Sauerstoffentzug hochreguliert wird und toxische Mengen an NO
produziert (Ubersicht siehe Gross und Wolin, 1995). Das von der iNOS produzierte NO ist
verantwortlich flr die Toxizitdt von aktivierten Mikroglia/Makrophagen und vergréf3ert den
durch Glutamat verursachten neuronalen Schaden (Chao et al., 1992; Dawson et al., 1994,
Hewett et al, 1994).

Auch in vivo wurde zwodlf Stunden nach Verschluss der A. cerebri media in der Ratte ein
Anstieg der iINOS-Expression beobachtet. Das Maximum der iINOS-Expression wurde 48
Stunden nach dem Schlaganfall erreicht. Sieben Tage nach der Ischamie war die iINOS nicht
mehr nachweisbar (ladecola et al., 1995a; Grandati et al., 1997; Moro et al., 2004). Auch im
Schlaganfallmodell der Maus begann die INOS-mRNA-Expression zwischen 24 und 48
Stunden nach Infarktbeginn und endete sieben Tage nach MCAO. Die spate Expression der
iINOS legt nahe, dass sie zur spaten Phase des ischamischen Schadens beitragt (ladecola et
al., 1995¢).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Aminoguanidin, einem
pharmakologischen Hemmstoff der iNOS, 24 Stunden nach MCAOQO das Infarktvolumen um
ungefahr 30% sowohl bei permanenter (ladecola et al 1995b; Cockroft et al., 1996) als auch
bei transienter Ischamie reduzierte (ladecola et al., 1996; Zhang et al., 1996a). Die Gabe des
selektiven iINOS-Inhibitors N-[3-(aminomethyl)benzyl]Azetamidin (1400W) flhrte zu einem
vergleichbaren protektiven Effekt (Babu et al., 1998; Garvey et al., 1997; Parmentier et al.,
1999).

Untersuchungen an iNOS-Knock-out-Mausen starken die These einer destruktiven Rolle der
iINOS nach zerebraler Ischamie. INOS-defiziente Mause wiesen 96 Stunden nach
permanenter zerebraler Ischamie um 28% kleinere Infarktvolumina und ein signifikant
kleineres neurologisches Defizit als entsprechende Wildtypen auf. Dieser Unterschied lief3
sich 24 Stunden nach dem ischamischen Ereignis noch nicht nachweisen. Eine iNOS-
Expression zeigte sich vor allem in Leukozyten, die zu einem spaten Zeitpunkt nach der
Ischamie einwanderten (ladecola et al., 1997a).

Eine andere Studie konnte die Protektion von iNOS-defizienten Mause gegenlber zerebraler
Ischamie bestatigen, jedoch war dieser Effekt nur in mannlichen Mausen nachzuweisen
(Loihl et al., 1999). Fir die weiblichen Mause wird eine Wechselwirkung der iNOS mit
Progesteron angenommen. Progesteron hemmt die Expression der iNOS. Dies konnte auch
in anderen Arbeiten bestatigt werden, in denen ein Anstieg der iNOS in Mausen nach
Ovariektomie nachzuweisen war (Park et al., 2006).

Eine iNOS-Immunreaktivitdt nach zerebraler Ischdmie wurde aufler in mono- und
polynukledren inflammatorischen Zellen, welche die Infarktgrenze infiltrierten (ladecola et al.,
1997a), auch in residenter Glia (Loihl et al., 1999), Astrozyten und Endothelzellen
nachgewiesen (Ubersicht siehe Moro et al., 2004).

Durch die schadigende Wirkung der iNOS in der spaten Phase ist eine klinische Anwendung
von iNOS-Hemmern auch mehrere Stunden nach Beginn des ischdmischen Ereignisses
denkbar. Dies ist von besonderem Interesse, da viele Patienten oft erst Stunden nach dem
ischamischen Ereignis in das Krankenhaus gebracht werden.

Hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung ist somit die Klarung des genauen

Expressionsmusters und des Expressionsortes der iINOS von héchstem Interesse.

1.4 Einwanderung hamatopoetischer Zellen in das ZNS

1963 gelang die ldentifizierung hamatopoetischer Stammzellen im Knochenmark durch
Siminovitch, Becker und ihre Mitarbeiter. Sie konnten zeigen, dass Zellen aus dem
Knochenmark die Hamatopoese von tdédlich bestrahlten Mausen rekonstituieren kénnen.
AulRerdem wiesen sie durch Serien-Transplantationen nach, dass Knochenmarkzellen das

Potential besitzen, sich selbst zu erneuern. Hamatopoetische Stammzellen (HSZ) wurden
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somit als Zellen definiert, die sowohl die Fahigkeit zu uneingeschrankter Selbsterneuerung
als auch zur Differenzierung in verschiedene Zelllinien (multilineage) besitzen (Siminovitch et
al., 1963; Becker et al., 1963).

Obwohl HSZ zuerst im Knochenmark identifiziert wurden, konnten sie nach Stimulation, z.B.
nach myelosuppressiver Therapie oder Zytokintherapie, auch im peripheren Blut
nachgewiesen werden. Durch Blut-Stammzell-Transplantationen konnte gezeigt werden,
dass somatische Stammzellen die Fahigkeit besitzen, an Orte zu migrieren, an denen sie
gebraucht werden — ein Phanomen, das als homing bezeichnet wird (Ho et al., 2003).
Genetisch modifizierte hamatopoetische Zellen wandern in das ZNS ein und kdnnen dort
nach Transplantation von Knochenmarkzellen zu perivaskularen Zellen, Mikroglia und
eventuell zu Astrozyten differenzieren und sich an Entziindungsreaktion des ZNS beteiligen
(Lassmann et al., 1993; Eqglitis et al., 1997; Hickey und Kimura, 1988; Priller et al., 2001a).
Die systemische Infusion von mannlichen Knochenmarkzellen in bestrahlte weibliche Mause
fihrte zu einer Einwanderung Y-Chromosom-positiver Donorzellen in das ZNS und zu einer
Differenzierung dieser Zellen zu Astro- und Mikroglia (Eglitis et al., 1997). Man geht davon
aus, dass etwa 20% aller Mikroglia des adulten Gehirns ihren Ursprung im Knochenmark
haben (Krall et al., 1994; Kennedy et al., 1997).

1.5 Modell der GFP-Knochenmarkchimare der Maus

Durch die letale Bestrahlung von Mausen und die darauf folgende Injektion einer
ausreichenden Dosis an Knochenmarkzellen koénnen die Rezipientenzellen die
Hamatopoese rekonstituieren und eine Maus mit zwei unterschiedlichen Genotypen
generiert werden. Diese Tiere, deren gewebsstandigen Zellen eine andere genetische
Information als die hamatopoetischen Zellen tragen, werden als Chimaren bezeichnet. Durch
verschiedene Transplantationsansatze kann der Effekt von extern importierter genetischer
Information untersucht werden.

Jedoch ist der zytologische und immunhistochemische Nachweis der Donorzellen in den
einfachen Chimarenmodellen schwierig. In friheren Experimenten hat man verschiedene
Methoden wie die Bromdesoxyuridin(BrdU)-Markierung (Chen et al., 2001) oder die Nutzung
des Y-Chromosoms als Marker bei mannlichen Donoren verwendet (Cohen et al., 2006).
Diese Methoden sind jedoch mit einem groReren technischen Aufwand und einer hohen
Fehlerquote verbunden.

Eine Alternative zur Markierung der Donor-Knochenmarkzellen bietet die Nutzung der
natlrlichen Eigenschaften des Grin-Fluoreszierenden Proteins (GFP), einem 1962 erstmals
aus der Qualle Aequorea victoria gewonnenen Protein (Shimomura et al., 1962). Der Vorteil
des GFPs besteht darin, dass das entsprechende Gen alle notwendigen Informationen flir

die post-translationale Synthese des Chromophors auf demselben Gen enthalt und keine
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weiteren Enzyme nétig sind (Ubersicht siehe Tsien, 1998). Es ist in lebenden Zellen direkt
sichtbar und bendtigt keine Fixation, Substrate oder Co-Enzyme (van Roessel et al., 2002).
Durch  Transduktion mit einem GFP-kodierenden retroviralen Vektor konnten
Knochenmarkzellen in vorangehenden Arbeiten stabil genetisch markiert werden. Dies
ermdglichte die Beobachtung und Verfolgung der Zellen Uber ihre komplette Lebenszeit.
Nach Transplantation von GFP-markierten hamatopoetischen Zellen konnte ein signifikanter
Austausch perivaskularer Zellen mit GFP-markierten Blutzellen nachgewiesen und
quantifiziert werden (Bechmann et al, 2001). Weiterhin konnte eine signifikante
Differenzierung hamatogener Zellen zu Mikroglia gezeigt werden. Diese Zellen konnten
immunhistochemisch, morphologisch und ultrastrukturell als Mikroglia identifiziert und ihre
Einwanderungskinetik charakterisiert werden (Priller et al., 2001a). In frlhen Studien konnte
keine Differenzierung von Knochenmarkzellen zu Astrozyten beobachtet werden (Wehner et
al., 2003).

Diese Ergebnisse zeigen, dass hamatopoetische Zellen in der Lage sind, in das ZNS
einzuwandern und dort teilweise in einen Austausch mit der residenten Zellpopulation treten.
Weiterfiihrende Studien sind noétig, um die genauen Differenzierungswege hamatopoetischer

Zellen naher zu beleuchten.
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1.6 Herleitung einer Aufgabenstellung

Der iNOS wird eine wichtige Rolle in der Vermittlung des spaten ischamischen Schadens
durch Produktion toxischer Mengen an NO zugesprochen. Eine Expression der iNOS findet
in der spaten Phase nach permanenter und transienter Ischamie statt. INOS-defiziente
Mause haben nach 96 Stunden signifikant kleinere Infarkte als ihre Wildtypen. Der
Expressionsort des iNOS-Proteins ist jedoch bisher ungeklart. Es gibt Hinweise darauf, dass
einwandernde Leukozyten iNOS exprimieren und somit zu einer VergréRerung des Infarkts
fihren. Jedoch ist auch eine Expression der iNOS in residenten Gliazellen beschrieben
worden.

Eine Differenzierung dieser beiden Zellpopulationen ist bisher nicht gelungen, da Monozyten
und Makrophagen des Blutes immunhistochemisch nicht ohne weiteres von aktivierter
Mikroglia zu unterscheiden sind.

Hieraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Welche Rolle spielt die Expression von IiNOS in einem transienten fokalen
Schlaganfallmodell der Maus? Kann in diesem Modell ebenso wie in der permanenten
zerebralen Ischamie ein wesentlicher Beitrag der iNOS bei der Vergrolderung des

ischamischen Schadens gezeigt werden?

2. In welcher Zellpopulation wird die iNOS nach fokaler zerebraler Ischamie vorwiegend
exprimiert? Welche Rolle spielen dabei hamatogen eingewanderte Leukozyten gegeniber

ortstandigen ZNS-Populationen?

Um diese Fragen zu beantworten, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Knochenmarkchimare der Maus verwendet. Durch Transplantation GFP-markierter
Knochenmarkzellen aus iNOS-Knock-out-Mausen in Wildtyp-Mause (und umgekehrt) sollten
gleichsam ,konditionale“ Knock-out-Tiere geschaffen werden, d.h. Tiere, bei denen je nach
Zeitpunkt entweder nur Zellen des ZNS oder nur periphere Blutzellen das iNOS-Gen
exprimieren. Mit Hilfe molekularbiologischer, histologischer und immunhistochemischer
Methoden sollten sowohl der Expressionsort und das Expressionsmuster des iNOS-Proteins
als auch der Beitrag der einzelnen Zellpopulationen zur GréRe des ischdmischen Schadens

beurteilt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Produkt

Zellkultur

Bovines Serumalbumin (BSA)
D-Glucose

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Foetales Kalberserum (FKS)
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
Gelatine 2%

Inkubator IG 150, Zellkultur

Kanulen 23 G

Kanulen 25 G

L-Glutamin

MethoCult GF® Spezialmedium

Mikroliterpipetten

Modified Eagle’s Medium (MEM)

Petrischalen, steril (3 cm Durchmesser)
Penicillin

Polybrene

rekombinantes humanes Interleukin 6 (rHulL-6)
rekombinantes murines Interleukin 3 (rMulL-3)
rat stem cell factor (rSCF)

Sterlisator, Stericell

Streptomycin

Trypsin

Virus-Producer-Zelllinie

Zellkultureinsatze
Zellkulturflaschen 75 cm®
Zellkulturplatten (24 wells)
Zellkulturplatten (6 wells)

Zellschaber

Herkunft

DAKO, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein

Biochrom, Berlin

Optik-Labor, Stuttgart

Sigma, Deisenhofen

Jouan/Thermo electron corp., Waltham,
MA, USA

Terumo, Leuven, Belgien

Braun, Melsungen

Biochrom, Berlin

Stem Cell

Canada

Technologies, Vancouver,
Eppendorf, Hamburg

Gibco, Eggenstein

Falcon, Heidelberg

Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

PromoCell, Heidelberg

PromoCell, Heidelberg

Amgen, Thousand Oaks, CA, USA

MMM Medcenter Einrichtungen, Miinchen
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Dr. Derek A. Persons, St. Jude Children’s
Hospital, Memphis, Tennessee, USA
Millipore, Eschborn

Falcon, Heidelberg

Falcon, Heidelberg

Falcon, Heidelberg

Greiner
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Zentrifugen

Chimarengenerierung
5-Fluorouracil

Autoklav

Autoklaviertes Futter
Bestrahlungsquelle
Chloralhydrat
Cotrimoxazol (Cotrim E)
Halothan

Insulinspritzen 1 ml

IVC-Regal (isolated ventilation cage system)

Sterilisator
Infarktauswertungssoftware
Histologie

Alkohole

Bikarbonat

Deckglaser

Hamalaun

Hydrogenchlorid (HCI)
Kryostat HM 500 OM
Lithium-Carbonat
Methylbutan

Mikroskop 1:

Mikroskop 2:

Mikroskop 3:
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO,)
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Paraformaldehyd (PFA)
Sucrose

Vitroclud

Immunhistologie

Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Kit)

Antikérper: anti-GFAP (rabbit, polyclonal)
Antikérper: anti-lba-1

Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Systec V100, Wettenberg

Charles River, Sulzfeld

60Co, Siemens, Strahlenklinik der Charité
Merck, Darmstadt

Ratiopharm, Ulm

ASID Busch, Boblingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Charles River, Sulzfeld

Heraeus Instruments, Berlin

Sigma Scan 4.0

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma, Deisenhofen

Marienfeld GmbH, Lauda-Kénigshofen
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Microm/Zeiss, Walldorf

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Leica DMRA, Heidelberg

Leica DMIL, Heidelberg

Olympus, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Langenbrick, Emmendingen

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

DAKO, Hamburg

Dr. Y. Imai, Tokyo, Japan
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Antikérper: anti-rabbit, biotinyliert

Antikorper: anti-NeuN (Maus, polyclonal)
Antikérper: anti-GFP

Antikérper: anti-iNOS

Ascorbinsaure

Diaminobenzidin (DAB)
Wasserstoffperoxid (H205)

Immuno Fluore Mounting Medium

Normal Goat Serum

Normal Horse Serum

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS ohne

Calcium und Magnesium bzw. PBS w/o)

Streptavidin-Texas Red

Triton X-100

FACS (Fluoreszenz-gesteuerte Zellsortierung)

Antikorper: anti-Mac-1-PE
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
FACS Calibur

Cellquest Software flir Apple
KHCO3 (Kaliumhydrogencarbonat)

Western Blot

Tris

Natriumchlorid (NaCl)

Tween 20

Magermilchpulver (5%)
Magnesiumchlorid (MgCl.)

Glycin

Natriumdodezylsulfat (SDS)
Dimethylfomamid (DMFA)
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate

p-toluidine Salz

Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Chemicon, Temecula, CA, USA
Clontech, BD, Heidelberg

Chemicon, Temecula, CA, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

ICN Biomedicals GmbH, Meckenheim
Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Gibco, Eggenstein

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA
DAKO, Hamburg

Clontech, BD, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Becton Dickinson, Heidelberg
Apple

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

VEB Laborchemie, Apolda
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

CA,
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Tiere

Tiere 1a: INOS-Knock-out-Mause, urspringlich von Laubach et al. (1995) vor einem
gemischten Hintergrund generierte Mause, zurlckgekreuzt auf C57BL/6-Mause wurden
freundlicherweise von Prof. Bogdan, Erlangen, Uberlassen. Zucht: Abteilung fir

experimentelle Neurologie, Charité, Berlin.

Tiere 1b: Die entsprechenden Wildtypen, C57BL/6-Mause, Bundesinstitut fir

gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin, Berlin.

Tiere 2a: Urspringlich generierte Laubach-Mause (1995) mit gemischtem genetischem
Hintergrund aus C57BL/6 und SV129-Mausen, Jackson Laboratories (Ben Harbour, ME;
USA).

Tiere 2b: Wildtyp-Mause mit gemischtem Hintergrund (B6129PF2/J), Jackson Laboratories
(Ben Harbour, ME; USA).

Tiere 3a: Zuchtpaare der von MacMicking et al. (1995) generierten iINOS-Knock-out Maus
wurden freundlicherweise von Dr. S. Murphy (University of Nottingham, Nottingham, UK)
Uberlassen und heterozygot geziichtet, um eine homozygote Linie von iNOS-Knock-out-
Tieren sowie ihre entsprechenden Wildtypen (Tiere 3b) zu erhalten. Zucht: Abteilung fir

experimentelle Neurologie, Charité, Berlin.

In allen Tierexperimenten wurden die Tierschutzbedingungen des Landes Berlin eingehalten.
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2.2 Methoden

2.21 Generierung GFP-exprimierender Knochenmarkchimaren

GFP'-exprimierende Knochenmarkchimaren wurden nach dem Protokoll von Priller et al.
(2001a) hergestellt.

2.2.1.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Das Zellkulturmedium (ZKM) bestand aus 85% Dulbecco’s Modified Eagle Medium und 15%
Hitze-inaktiviertem fotales Kalberserum (FCS). Es enthielt zudem 3,25 g/l D-Glucose, 2
mmol/l Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Streptomycin. Die Zellen wurden jeweils
bei 37°C in 95% Luft und 5% CO, bei 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zum Spilen wurde

phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) ohne Calcium und Magnesium verwendet.

2.2.1.2 Praparation von Knochenmark

Erwachsene mannliche C57BL/6-Mause und iNOS-Knock-out-Mause (8-12 Wochen,
Mindestgewicht 18 g) erhielten zur Stimulation des Zellzyklus eine intraperitoneale Injektion
von 5-Fluorouracil (150 mg/kg Kérpergewicht geldst in 100 pl 0,9% NaCl pro mg Substanz).
48 Stunden spater wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von Chloralhydrat
(250 pl einer 10%-igen Ldsung) tief narkotisiert und getdtet. Nach Abtrennung der
Hinterbeine wurden die Femores und Tibiae von der umgebenden Muskulatur freiprapariert.
Die Knochen wurden mit eiskaltem 2%-igem FCS mehrmals durchgespilt, bis die
Spulflissigkeit makroskopisch klar war. Das auf diese Weise gewonnene Knochenmark von

zwei Tieren wurde im Folgenden gemeinsam weiter verarbeitet.

2.2.1.3 Prastimulationskultur

Das Knochenmark wurde aus der Spuilldsung und aus dem ersten Uberstand abzentrifugiert
und in 1 ml ZKM resuspendiert. 20 ul der Suspension wurden in einer Fuchs-Rosenthal-
Kammer gegeben, gezahlt und daraus die Gesamtzahl der kernhaltigen Zellen im geernteten
Knochenmark berechnet. Die Knochenmarkzellen wurden in einer Konzentration von 2 x 10°
Zellen pro ml Zellkulturmedium (ZKM) mit 20 ng/ml rMulL-3, 50 ng/ml rHulL-6 und 50 ng/ml
rSCF fur 48 Stunden kultiviert.

! Die verwendeten Knochenmarkzellen wurden mit dem Gen fir die verstarkte Variante des GFP (EGFP) transfiziert. Da es in
der Literatur allgemein blich ist, nicht die spezielle Variante des verwendeten GFP anzugeben, wird auch in dieser Arbeit im
Folgenden von GFP die Rede sein, obwohl eigentlich EGFP korrekt ware.
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2.2.1.4 Kultur der MGirL22Y-produzierenden GP+E86 Zelllinie und Vorbereitung der
Kokultur
Die ecotrope MGirL22Y-produzierende Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Derek
Persons zur Verfiigung gestellt. Die Herstellung erfolgte durch die Transfektion des Vektors
MGirL22Y in die Verpackungszelllinie GP+E86. Der Vektor MGirL22Y besteht aus dem
murinen Stammzellvirus, in welches die cDNA fir EGFP, die interne ribosomale
Eingangsseite des Enzephalomyokarditisvirus und eine Mutante (L22Y) des
Dihydrofolatreduktasegens integriert wurde. E86 ist eine immortalisierte Fibroblastenzelllinie,
welche die fiir eine retrovirale Transduktion notwendigen viralen Helfergene gag, pol und env
auf zwei verschiedenen Plasmiden enthalt. Die Produktion von intakten Retroviren durch
diese Zelllinie ist extrem unwahrscheinlich, da dazu drei unabhangige
Rekombinationsereignisse notwendig waren. Deshalb gilt GP+E86 als ,sichere”
Verpackungszelllinie (Markowitz et al., 1988).
In der Stammkultur wurden die Zellen in 75 cm® Flaschen kultiviert. Die Zellen wurden alle
drei bis vier Tage umgesetzt. Eine Kulturflasche enthielt zu diesem Zeitpunkt etwa 35 x 10°
Zellen.
Jeweils 24 Stunden vor der geplanten Kokultur wurden die Zellen umgesetzt, gezahlt und
eine dem erwarteten Verlauf der Prastimulationskultur entsprechend bendtigte Teilmenge mit
einer Dosis von 13 Gy aus einer Kobaltquelle bestrahlt (Kooperation Strahlenklinik der
Charité), um den Zellzyklus zu arretieren.
Die 75 cm® Kulturflaschen wurden mit einer 0,1%-igen Gelatineldsung beschichtet, bevor

darin 3,5 x 10° Zellen pro Kulturflasche 24 Stunden inkubiert wurden.

2.2.1.5 Kokultur von Knochenmark und GP+E86-Zelllinie

Die Knochenmarkzellen wurden aus dem Kulturmedium der Prastimulationskultur wie oben
beschrieben abzentrifugiert. Die nach der Prastimulationskultur am Boden der Kulturflasche
haftenden Zellen wurden in PBS mit einem Schaber vorsichtig abgelést und zusammen mit
dem Uberstand aus der Prastimulationskultur erneut abzentrifugiert.

AnschlielRend wurde wiederum die Zahl der kernhaltigen Zellen ermittelt. Jeweils eine der am
Tage zuvor ausgesaten GP+E86-Kulturen wurde mit einer Knochenmarkdosis von etwa 10 x
10° kernhaltigen Zellen in einem Volumen von 1 ml ZKM beimpft. Diese Kokultur wurde mit
20 ng/ml rMulL-3, 50 ng/ml rHulL-6, 50 ng/ml rSCF und 6 pg/ml Polybrene versetzt und fir

weitere 48 Stunden wie oben inkubiert.

2.2.1.6 Bestrahlung der Empféangertiere

Pro Kultur wurden, abhangig von der Zellzahl, ein oder zwei Mause einer fraktionierten y-

Ganzkdrperbestrahlung von 2 x 55 Gy im Abstand von drei Stunden ausgesetzt
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(Kooperation Strahlenklinik der Charité). Die Bestrahlung ist hochgradig myeloablativ, so
dass nicht erfolgreich rekonstituierte Tiere nach ein bis zwei Wochen versterben, wie in

Vorexperimenten gezeigt werden konnte.

2.2.1.7 Aufbereitung der Zellen aus der Kokultur und Transplantation

Das Medium mit den suspendierten Zellen wurde der Kokultur entnommen und leicht
adharente Zellen wurden durch Spulen der Kulturflaschen mit 2%-igem FCS abgel6st. Die
Zellen wurden zentrifugiert und die Zahl der kernhaltigen Zellen wie oben beschrieben
ermittelt. Jeweils 4-5 x 10° Zellen wurden in einem Injektionsvolumen von 450 pl 2%-igem
FCS, versetzt mit 25 internationalen Einheiten Heparin, langsam in die Schwanzvene einer
letal bestrahlten Maus injiziert. Nach der Transplantation wurden die Tiere einzeln mit jeweils
autoklaviertem Einstreu, Futter und Wasser, welches mit 670 mg/l Cotrimoxazol versetzt war,
in einem IVC-Regal gehalten, um das Infektionsrisiko zu minimieren. Nach zwei Wochen
wurde Cotrimoxazol aus dem Trinkwasser entfernt. Die Tierschutzbestimmungen des
Landes Berlin wurden eingehalten. Abb. 3 zeigt eine Ubersicht Uber die verwendete
Methodik.

2.2.2 Evaluation von Transduktion und Knochenmarktransplantation

2.2.2.1 Methylzellulosekulturen

Die Beurteilung des Transduktionserfolges erfolgte zunachst in vitro nach Kultur von 25 000
transduzierten Knochenmarkszellen auf 2 ml Methylzellulose.

Die resultierenden koloniebildenden Einheiten wurden nach acht bis zehn Tagen mit Hilfe
eines inversen Fluoreszenzmikroskops auf ihre GFP-Expression hin untersucht und

ausgezahilt.

2.2.2.2 Blutentnahme, Durchflusszytometrie und Zellsortierung

Die durchflusszytometrischen Messungen und die Zellsortierung wurden am Deutschen
Rheumaforschungszentrum in Zusammenarbeit mit Dr. Kaiser durchgefuhrt. Zu definierten
Zeitpunkten, frihestens vier bis funf Wochen nach der Knochenmarktransplantation (KMT),
wurden den Tieren einige Tropfen Blut aus der Schwanzvene entnommen und jeweils in
500 pl FACS-Puffer verdunnt und bei 4°C jeweils fur drei Minuten bei 2000 U/min
zentrifugiert. Die Erythrozyten wurden fur 15 Minuten mit KHCO; auf Eis lysiert und die
verbleibenden Zellen wurden zweimal in jeweils 1 ml FACS-Puffer gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Die Zellsuspension wurde fir 15 Minuten mit 20 ul Antikérperlésung (anti-
mac-1-Ak, Verdunnung 1:400) inkubiert, erneut in 1 ml FACS-Puffer gewaschen und
schlieBlich in 500 yl FACS-Puffer resuspendiert. Ungefarbte Proben dienten als Kontrollen.
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Zum FACS-Ausschlufd von toten Zellen wurde direkt vor der Messung jede Probe mit 1 pg/ml
Propidiumiodid (P1) versetzt. Pl kann die Zellmembran von toten Zellen passieren und wird in
die DNA interkaliert, so dass die toten Zellen durch die Substanz markiert werden. Die
FACS-Analyse erfolgte am BD FACS Calibur.

Von jeder Probe wurden mindestens 20 000 Ereignisse gemessen. Die Auswertung der
Messwerte erfolgte mit den Programmen Cellquest und Excel. Fir einen Vergleich der
Messsysteme Durchflusszytometrie und Fluroreszenzmikroskopie wurden Blutzellen nach

Hamolyse anhand des Ausmales ihrer relativen GFP-Fluoreszenz sortiert.

M —>+ eGFP —»M—

Entnahme des Knochenmarks Knochenmarkkultur und i.v.-Injektion in
retrovirale Transduktion bestrahlten Rezipienten
Auswertung der Transduktion FACS-Analyse des
auf Methylzellulose peripheren Blutes

Abb. 3: Ubersicht iiber die Methodik der Chimiarenherstellung. Das Knochenmark wurde aus den
Donormausen entnommen und hamatopoetische Stammzellen wurden in vitro mit Hilfe eines
Retrovirus mit GFP transduziert. Die Transduktionsrate wurde in klonogenen Kulturversuchen auf
Methylzellulose bestimmt und das transduzierte Knochenmark in die vorher letal bestrahlte
Empfangermaus transplantiert. Die Auswertung des Transplantationserfolges erfolgte durch die FACS
Analyse (siehe Text).

2.2.3 Chimarengenerierung ohne GFP-Markierung der hamatopoetischen
Stammzellen

Fir die Bestimmung der InfarktgroRen wurden Knochenmarkzellen ohne retrovirale

Transduktion mit MGirL22Y fiir die Knochenmarktransplantation verwendet.

Die Knochenmarkentnahme erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben. Das gewonnene

Knochenmark wurde wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben aus der Spullésung abzentrifugiert

und die Zellzahl bestimmt. AnschlieRend wurden die Zellen in Dulbecco’s Modified Eagle

Medium resuspendiert und je bestrahltem Tier wurden 10 x 10° Zellen in je 450 yl Medium in

die Schwanzvene injiziert.

Insgesamt wurden vier Gruppen von Chimaren (n=12-15 pro Gruppe) generiert. Als

Kontrollgruppen wurden jeweils Chimaren gewahlt, bei denen Wildtyp-Knochenmark in

Wildtyp-Mé&use injiziert wurde und iINOS™-Mause, die INOS™-Knochenmark erhielten. Die fiir

die Versuche besonders relevanten Gruppen bestanden aus Wildtyp-Mausen, die iNOS-

defiziente hamatopoetische Zellen erhielten und aus iNOS-defizienten Mausen, die das
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Knochenmark von Wildtyp-Mausen erhielten. Abb. 4 zeigt eine Ubersicht (ber den

Versuchsaufbau.
\ /
Knochenmarktransplantation
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Abb. 4: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau. Das Knochenmark wird aus den Knock-out- und
Wildtyp-Mausen entnommen und in die jeweiligen letal bestrahlten Empfangermause transplantiert.
Hieraus entstanden die vier unterschiedlichen Transplantationsgruppen: wt—wt, iINOS” —wt, iINOS™-
—INOS™, wt—iINOS™.

2.2.4 Verschluss der Arteria cerebri media

Die Ischamieoperationen wurden von Dr. Konstantin Prass im Labor der experimentellen
Neurologie, Charité, Berlin, nach der Methode von Hara et al. (1996) ausgefihrt. Die Tiere
wurden vier Wochen nach der Knochenmarktransplantation einer 45-mindtigen bzw. 60-
mindtigen fokalen cerebralen Ischamie zugeflhrt. Dazu wurden die Tiere mit 1% Halothan in
einem Gemisch von 70% N,O und 30% O, anasthesiert. Nach entsprechender Praparation
wurde ein mit Silikon beschichtetes Monofilament (Starke 8-0) in die linke Arteria carotis
interna eingefiihrt und bis zu Arteria cerebri anterior vorgeschoben und damit der Abgang
der Arteria cerebri media verlegt. Der Beginn der Ischamie wurde durch Messung des
regionalen zerebralen Blutflusses mit einem Blutflussmonitor dokumentiert. Nach 45

respektive 60 Minuten wurden die Tiere erneut kurz anasthesiert und das Monofilament



Material und Methoden 23

entfernt. Wahrend der gesamten Prozedur wurde die Kdrpertemperatur der Tiere mit einem

Heizkissen zwischen 37,0 und 37,5°C gehalten.

2.2.5 Perfusion, Organfixierung und Schneiden

96 Stunden nach der Ischdmie wurden die GFP-Chimaren zur Fixierung transkardial
perfundiert. Nach intraperitonealer Injektion von Chloralhydrat (250 pl einer 10%-igen
Lésung) wurden die Tiere thorakotomiert, sobald sie nicht mehr auf Schmerzreize reagierten.
Die linke Herzkammer wurde punktiert und nach Erdffnung des rechten Herzvorhofs mit
eiskaltem PBS gesplilt, bis sich die Leber verfarbte. AnschlielRend wurden die Tiere mit
eiskaltem 4% Paraformaldehyd (PFA, gel6st in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4) perfundiert.
Die Gehirne wurden vorsichtig nach Eréffnen der Kalotte entfernt und fur 24 Stunden in 4%
PFA nachfixiert. Mit Hilfe eines Vibratoms wurden 30 um Schnitte des Grol3hirns gewonnen
und die Schnitte bis zum Farben in 0,1 M Phosphatpuffer aufbewahrt.

Die unmarkierten Knochenmarkchimaren wurden 96 Stunden nach Ischamie dekapitiert, die
Hirne vorsichtig nach Erdffnung der Kalotte enthnommen und in -80°C Methylbutan gefroren.
Die Aufbewahrung erfolgte bei -20°C. AnschlieRend wurden die Hirne am Kryostaten in 20
pm-Schnitten aufgearbeitet, wobei die Aufnahme von jeweils flnf standardisierten Ebenen

auf Objekttrager erfolgte.

2.2.6 Immunhistochemie

Die Vibratomschnitte wurden in 24-well-Platten gefarbt, wobei jeweils zwei oder drei Schnitte
in einem well prozessiert wurden. Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten dabei auf
einem Schittler. Die Kryostatschnitte wurden auf Objekttragern gefarbt, wobei auf die
Verwendung eines Schiittlers verzichtet wurde.

Die Schnitte wurden dreimal fiir je funf Minuten in PBS gewaschen und flr 30-45 Minuten mit
10% Serum, 1% BSA und 0,1% Triton-X in PBS inkubiert. AnschlieRend wurde der
Primarantikérper aufgetragen und bei 4°C Uber Nacht inkubiert (siehe Tabelle 1). Die
Schnitte wurden erneut dreimal fiir je finf Minuten in PBS gewaschen und entweder flir zwei
Stunden mit einem Spezies-spezifischen biotinyliertem Sekundarantikdrper inkubiert oder es
wurde direkt der sekundare Antikorper aufgetragen. Nach erneutem flinfminttigem Waschen
in PBS erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen sekundaren Antikérper (Verdiinnung 1:500
in 2% Serum) oder mit dem ABC—Kit. Die Schnitte wurden in 0,1 M Phosphatpuffer getaucht,
auf Objekttrdger aufgezogen und eingedeckelt. Als Negativkontrolle wurden Schnitte
verwendet, bei denen der Inkubationsschritt mit dem jeweiligen Primarantikdrper

ausgelassen wurde. In diesen Schnitten fand sich kein Immunfluoreszenzsignal.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Antikdrper und Seren sowie deren Verdiinnung

Primarantikoérper | Herkunftspezies | Verdiinnung | Blocking- | Sekundarer

serum Antikorper
Anti-Iba1 Kaninchen 1:70 NGS Texas Red anti-Kaninchen
Anti-NeuN Maus 1:100 NHS Texas Red anti-Maus
Anti-GFAP Kaninchen 1:500 NGS Texas Red anti-Kaninchen
Anti-GFP Kaninchen 1:250 NGS Texas Red anti-Kaninchen
Anti-iINOS Kaninchen 1:100 NGS Texas Red anti-Kaninchen

Die Schnitte wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht, Tabelle 2 zeigt die
Eigenschaften der verwendeten Filter. Die Bilder wurden mit einer Digitalkamera

aufgenommen und mit Hilfe der Software Adobe®Photoshop nachbearbeitet.

Tabelle 2: Eigenschaften der verwendeten Filterblocke im Fluoreszenzmikroskop

Bezeichnung Farbstoff Anregungsfilter | Teiler Emissionsfilter

MS 2 GFP 470+£20nm Langpass 522+20nm
497nm

MS 4 Texas Red 581+5nm Langpass 617+10nm
593nm

2.2.6.1 DAB-Farbung

Ausgewahlte Kryostatschnitte wurden mit Diaminobenzidin (DAB) gefarbt, um zellulare
Veranderungen auch lichtmikroskopisch sichtbar zu machen. Die Schnitte wurden zunachst
fur zehn Minuten mit 4% PFA nachfixiert und anschlieRend dreimal fur jeweils finf Minuten
mit 0,1 M PBS gewaschen. Das Blocken und Auftragen des ersten Antikérpers erfolgte wie in
Kapitel 2.3.2 beschrieben. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS wurde der
sekundare Antikorper (biotinylierter anti-Kaninchen IgG aus Ziege, 1:200) aufgetragen und
bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert. Anschliefiend wurde der ABC-Kit (Avidin-
Biotin-Komplex) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur aufgetragen. Hierfiir wurde eine halbe
Stunde zuvor 1/50 der Substanz A mit 1/50 der Substanz B in PBS gemischt. Zur
eigentlichen DAB-Farbung wurde pro 2,5 ml Flissigkeit 1 Tropfen DAB, 1 Tropfen Puffer, 1
Tropfen H>O, und 1 Tropfen Nickel auf die Schnitte aufgetragen. Nach fiinfmindtiger
Entwicklung wurden die Schnitte zweimal in destilliertem Wasser gewaschen, um die
Reaktion zu stoppen. Das DAB wurde mit Natriumhydrochlorid neutralisiert. Die Schnitte

wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und nach 5 Minuten Behandlung in
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Xylol mit Vitroclud eingedeckelt. Anschlielend wurden die Schnitte lichtmikroskopisch
beurteilt.

2.2.6.2 Hamatoxylin—-Farbung zur Infarktvolumenbestimmung

Die vorbereiteten Kryoschnitte wurden zunachst 1-2 Minuten in 80% Alkohol entwassert und
anschlieBend mit Wasser gespult. Dann wurden die Objekttrager fir 5 Minuten in
Hamatoxylin gelagert und erneut mit Wasser gespult, bevor sie funf- bis zehnmal in 1%
Azetalkohol eingetaucht wurden, um sie zu entfarben. Nach erneutem Spulen mit Wasser
wurden die Schnitte nun einige Minuten in Lithiumcarbonat eingetaucht, bis sie wieder eine
vollere Farbe erlangten. AnschlieBend wurden die Schnitte gespdlt, in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert, 10-15 Minuten in Xylol gelagert und schlieRlich mit Vitroclud
eingedeckelt.

Je nach Material und Notwendigkeit konnten der Farbeschritt mit Hamatoxylin, der
Entfarbeschritt mit Azetalkohol und der Nachfarbeschritt in Lithiumcarbonat variiert werden.
Die Schnitte wurden anschlieend eingescannt, mit dem Softwareprogramm Sigma Scan 4.0

weiterverarbeitet und die InfarktgroRen wie in Kapitel 2.2.7 beschrieben vermessen.

2.2.7 Berechnung der Infarktgrofen

Von ventral nach dorsal durch das Infarktgebiet wurden funf standardisierte Ebenen (E0O—E4)
ausgewahlt und fir jede Ebene mit Sigma Scan die Infarktflache, die Flache der betroffenen
Hemisphare sowie die Flache der kontralateralen Hemisphare berechnet.

AnschlieRend wurden fir jedes Tier folgende Summen gebildet:

a) Direktes Infarktvolumen [mm?3 = 1. Schnitt + 2 x 2. Schnitt + 2 x 3. Schnitt + 2 x 4.
Schnitt + 5. Schnitt = EO + 2xE1 + 2xE2 + 2xE3 + E4.

b) Indirektes Infarktvolumen [mm?] = Formel siehe a), jedoch entspricht die Schnittflache =
gesunde Hemisphare — intaktes Hemispharenareal der betroffenen Seite.

c¢) Odemberechnung [mm?] = direktes Infarktvolumen — indirektes Infarktvolumen.

Daraufthin wurden die Infarktflachen der einzelnen Ebenen fiir jedes Tier aufgetragen. Das
Gesamtinfarktvolumen wurde entweder durch direkte Aufsummierung der Infarktareale oder
aus der Differenz zwischen kontralateraler und nichtinfarzierter ipsilateraler Hemisphare
bestimmt. Die Differenz zwischen direktem und indirektem Infarktvolumen entspricht dem
Hirnédem im Infarktareal.

Tiere des so genannten ,embryonalen Versorgungstypus® der Blutversorgung, bei denen die
Arteria cerebri posterior Uber das vordere Stromgebiet mitversorgt ist, wurden aus der

Statistik ausgeschlossen.
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2.2.8 Western Blot

Die ungefarbten Natriumdodezylsulfat (SDS)-Gele wurden mit Semidryblotpuffer (5,8 g 48
mM Tris + 2,9 g 386 mM Glycin + 3,7 ml 10% SDS + 20% Methanol in 1000 ml; keine pH-
Einstellung) in entsprechender Apparatur zwischen zwei bis vier Lagen Blotpapier fir 30
Minuten bei etwa 200 mA pro Blot geblottet (ca. 50 cm? = 4 mA/cm?). Von unten nach oben
wurden die Schichten wie folgt aufgetragen: Blotpapier, Nitrocellulosemembran, Gel,
Blotpapier.

AnschlieRend wurde der Aufbau kurz in TBS (24,2 g 200 mM TrisHCI + 87,7 g 1500 mM
NaCl; pH 7,3 /11) gewaschen. Es folgte ein 30-minutiges Blocken in 5% Magermilchpulver in
TBS (Blockmilch). Der erste Antikérper wurde in Blockmilch Gber Nacht bei 4°C geschiittelt
(z.B. Ziege-anti-GST von Pharmacia 1:1000). Danach wurde 3 x 10 Minuten in TBS-Tween
(0,05% Tween 20 in TBS) gewaschen, woraufhin ein kurzes Waschen in AP-Puffer (6,06 g
100 mM Tris-Puffer + 2,92 g 100 mM NaCl + 5 ml 0,5 M Stamm 5 mM MgCl,; pH 9,5/500 ml)
folgte. Zuletzt wurde der Substratansatz frisch hinzugegeben: 50 ul NBT (75 mg NitroBlue
Tetrazolium [+4°C] in 700 pl Dimethylfomamid/DMFA + 300 pl H,0) + 37,5 pl BCIP (50 mg 5-
bromo-4-chloro-3-indolynphosphate p-toluidine Salz in 1 ml DMFA) in 10 ml AP-Puffer. Die
Umsatzdauer wurde per Sichtkontrolle bestimmt. AbschlieRend wurde die Reaktion in
destilliertem Wasser gestoppt, 10 Minuten gesplilt und mit Blotpapier getrocknet. Es wurde
abgewartet, bis das Substrat sich vollstandig umgesetzt hatte und dann vorschriftsgeman

entsorgt.

2.2.9 Statistik

Aus den erhaltenen Ergebnissen wurden mittels des Programms Excel der Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt und in einem Balkendiagramm graphisch dargestellt.
AnschlieRend wurden ein Kruskal-Wallis-Rangsummen-Test sowie ein gepaarter T-Test
durchgefihrt, um die Signifikanzen zu bestimmen. Zum Vergleich der unterschiedlichen
Knock-out-Mause untereinander wurde zusatzlich ein Chi?-Test durchgeflihrt. Als statistisch

signifikant wurde ein p<0,05 gewertet.
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3 Resultate

3.1 Beurteilung des Transduktionserfolges der hamatopoetischen Zellen und
des Transplantationserfolges

3.1.1 Vergleichbare Transduktionsraten bei iNOS-Knock-out- und Wildtyp-
Knochenmarkzellen
Als Donortiere wurden bei der Generierung der GFP-Chimaren sowohl Wildtyp- als auch
Knock-out-Tiere verwendet. Das Knochenmark wurde nach Gewinnung und Kultivierung mit
dem EGFP-kodierenden Vektor MGirl22Y transduziert. Zur Beurteilung des
Transduktionserfolges erfolgte eine quantitative Auswertung der Transduktionsrate in
hamatopoetischen Assays auf Methylzellulose. Hierbei interessierte vor allem, ob eine
Differenz des Transduktionserfolges zwischen dem Knochenmark aus iNOS-Knock-out-
Tieren und den Wildtypen vorliegt.
Hierfr wurden nach der Inkubation mit dem Retrovirus Zellen entnommen und auf
Methylzellulose ausgesat. Nach einer Inkubationszeit von zehn Tagen erfolgte die
vergleichende Auszahlung der lichtmikroskopisch sichtbar gewachsenen Zellkolonien sowie
der Kolonien, die fluoreszenzmikroskopisch GFP exprimierten. Die Transduktionsrate
entsprach dem prozentualen Verhaltnis von fluoreszierenden Kolonien zur Gesamtzahl an
gewachsenen Kolonien.
Die Transduktionsraten der Kokulturen lagen fir das iNOS-Knock-out-Knochenmark bei
74%+7,78 (n=5) und fur das Wildtyp-Knochenmark bei 78,2%+10,57 (n=5). Es fand sich also
kein signifikanter Unterschied in der Transduktionsrate zwischen iINOS-Knock-out- und
Wildtyp-Knochenmark. Insgesamt zeigte sich ein stabiler Transduktionserfolg mit einem
minimalen Wert von 62% in beiden Gruppen und einem maximalen Wert von 81% in der
iINOS-Knock-out-Gruppe sowie 91% in der Wildtyp-Gruppe.
Abb. 5 zeigt die Transduktionsraten im Vergleich, aufgetragen nach Genotyp des
Donorknochenmarks. Es wird deutlich, dass kein Genotyp-assoziierter Unterschied des

Transduktionserfolges vorliegt.
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Abb. 5: Darstellung der Transduktionsraten hamatopoetischer Zellen in Prozent, aufgetragen
nach unterschiedlichen Genotypen. Bewertet wurde der relative Anteil GFP-positiver Kulturen auf
Methylzellulose zehn Tage nach Transduktion des Donorknochenmarkes aus iINOS-Knock-out- und
Wildtyptieren (n=5). Es zeigte sich kein genotypabhangiger Unterschied des Transduktionserfolges.

3.1.2 Beurteilung des Transplantationserfolges mittels FACS-Untersuchung

Die retroviral transduzierten hamatopoetischen Zellen wurden anschlielfend in die letal
bestrahlten Empfangermause transplantiert. Um den Transplantationserfolg zu
quantifizieren, wurde nach vier Wochen durchflusszytometrisch der Anteil an GFP-
exprimierenden Leukozyten im peripheren Blut der transplantierten Tiere bestimmt. Zu
diesem Zeitpunkt ist die Repopulation durch das transplantierte Knochenmark weitestgehend
abgeschlossen (Spangrude et al., 1994).

Die Ergebnisse der FACS-Untersuchung zeigten durchgehend einen Anteil von mehr als
60% GFP-markierter Leukozyten im peripheren Blut. Abb. 6 zeigt ein Beispiel einer FACS-
Analyse eines wt—wt-Tieres. Werden die Zellen im Density-Plot (Abb. 6a) nach Zellgréle
und -—granulierung abgebildet, ergeben sich mehrere Zellpopulationen, die den
verschiedenen Populationen der Leukozyten im peripheren Blut (Monozyten, Granulozyten,
Lymphozyten) entsprechen. Detritus bildet sich nahe dem Nullpunkt ab. Im Histogramm
(Abb. 6b) sind die Ereignisse nach dem GFP-Signal geordnet. Die Ereignisse mit einer
Fluoreszenz von mehr als 10" sind GFP-positiv, so dass sich zwei Gipfel darstellen: die GFP-
positiven und die GFP-negativen Ereignisse. Die Rate der GFP-positiven Ereignisse lag bei
diesem Tier bei 65%.
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Abb.6: FACS-Untersuchung eines wt—wt-Tieres vier Wochen nach der Transplantation mit
GFP-transduzierten Knochenmarkzellen. Dargestellt ist in Abb. 6a ein density-plot, sideward-
sideward-scatter (SSC)-Height aufgetragen gegen forward-sideward-scatter (FSC)-Height. Es stellen
sich mehrere Zellpopulationen dar. Der markierte Bereich beinhaltet die Zellen, die ausgewertet
wurden. Es handelt sich hierbei um Leukozyten; Erythrozyten wurden zuvor lysiert. Bei den Zellen
auBerhalb des markierten Bereiches handelt es sich vor allem um Detritus. In Abb. 6b ist die GFP-
Fluoreszenz in einem Histogramm gegen die Anzahl der Ereignisse aufgetragen. Die Ereignisse mit
einer Fluoreszenz>10" waren GFP-positiv (siehe Markierung). Es entstehen zwei Gipfel: die GFP-
positiven und —negativen Ereignisse. Der Anteil der GFP-positiven Ereignisse lag bei diesem Tier bei
65%.

Zusammenfassend liel} sich eine erfolgreiche Rekonstitution aller Chimarengruppen
(Chimarismus > 60%) feststellen. Die Tiere zeigten klinisch keine Anzeichen einer

AbstoRRungsreaktion.

3.2 Beurteilung der Einwanderung von Leukozyten in das Gehirn

3.21 Einwanderung GFP-positiver Zellen in das ZNS 96 Stunden nach transienter
fokaler zerebraler Ischamie

Die GFP-Knochenmarkchimaren wurden vier Wochen nach der Transplantation einer 45-
mindtigen transienten fokalen zerebralen Ischdmie durch Verschluss der A. cerebri media
unterzogen, nach 96 Stunden Reperfusion getdtet und perfusionsfixiert. Die Hirne wurden
entnommen und weiterverarbeitet.

Fluoreszenzmikroskopisch wurde zunachst die Einwanderung der grun fluoreszierenden
Zellen untersucht. Nach vier Wochen konnten GFP-markierte Zellen im ZNS nachgewiesen
werden. Die Einwanderung beschrankte sich dabei vor allem auf die von der Ischamie
betroffene Hemisphare sowie den perivaskularen Raum beider Hemispharen. In der von der
zerebralen Ischamie betroffenen Hemisphare lie3 sich eine ausgepragte Einwanderung
GFP-positiver Zellen vier Tage nach transienter fokaler zerebraler Ischamie nachweisen,
wahrend in der kontralateralen Hemisphare nur vereinzelt schwache GFP-positive Signale zu

sehen waren (Abb.7).
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Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der eingewanderten GFP-positiven Zellen
nach 45-miniitiger transienter fokaler zerebraler Ischimie an einem Hirnschnitt einer iNOS™
—wt-Chimare. Abbildungen A (10x vergréRert) und C (40x vergroRRert) zeigen das Infarktareal. In
Abbildung C ist ein GefalRquerschnitt mit Anfarbung der perivaskuldren Zellen zu sehen (Pfeil). In
Abbildungen B und D stellen sich bei entsprechender Vergrofierung keine GFP-positiven Zellen in der
kontralateralen Hemisphare dar.

Um die Spezifitat des Fluoreszenzsignals zu verifizieren, erfolgte eine immunhistochemische
Untersuchung der Schnitte unter Verwendung eines Antikdrpers gegen GFP und einer
Visualisierung mit DAB. Dabei konnte eine weitestgehende Beschrankung der GFP-
Immunreaktivitat auf Zellen im Infarktareal bis zur Infarktgrenze festgestellt werden. Abb. 8
zeigt reprasentativ einen Ausschnitt des Infarktrandes eines Gehirns (Wt—iNOS™) vier Tage
nach 45-minitiger MCAOQ. Der Schnitt wurde mit anti-GFP gefarbt und mit DAB visualisiert.
Am oberen Bildausschnitt ist der Infarktkern dargestellt, der eine hohe GFP-Immunreaktivitat
aufweist. Im gesunden Gewebe zeigt sich hingegen kaum GFP-Immunreaktivitat. Dies stlitzt
Ergebnisse aus vorangehenden Arbeiten (Priller et. al, 2001a), die eine Einwanderung der

HSZ vor allem in das Infarktgebiet zeigen konnten.
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Abb. 8: Ausschnitt aus dem Gehirn eines wt—iNOS'Tieres 4 Tage nach 45-miniitiger
transienter fokaler zerebraler Ischamie, Immunhistochemie fiir GFP, visualisiert mit DAB, 20um
Kryostat-Schnitt, 20-fach vergroBert. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Infarktrandes
(Pfeile). Es stellte sich eine deutliche zellulare GFP-Immunreaktivitdt im Infarktkern dar (Stern).
Jenseits des Infarktrandes lie3 sich kaum GFP nachweisen.

3.2.2 GFP-positive Zellen im Infarktareal exprimieren Iba-1

Zur Charakterisierung der GFP-exprimierenden Zellen im Gehirn wurden verschiedene
Antikérper-Farbungen an den Vibratomschnitten der transplantierten Tiere durchgefihrt.
Hierfir wurde NeuN als neuronaler Marker, Iba-1 als Makrophagen/Monozyten-Marker und
GFAP als astrozytarer Marker verwendet. Die Auswertung erfolgte
fluoreszenzmiskroskopisch.

Es wurden von allen Transplantatgruppen (n=4 pro Gruppe) Schnitte in verschiedenen
Ebenen geprift und qualitativ ausgewertet. Zunachst wurde bei 470 nm die Verteilung der
GFP-positiven Zellen (griin fluoreszierend) und anschlieRend am gleichen Ausschnitt bei 581
nm die immunhistochemisch markierten Zellgruppen (rot fluoreszierend) beurteilt. Die
jeweiligen Ausschnitte wurden fotografiert und mit Hilfe der Computersoftware Adobe
Photoshop® Uibereinander gelagert.

Durch das Ubereinanderlagern der beiden Bildausschnitte erschienen die Zellen, die sowohl
eine GFP-Markierung als auch die Markierung des jeweiligen Zelltyps aufwiesen, gelb. Alle
anderen Zellen waren entweder rot oder die GFP-positiven Zellen nur grin. Abb. 9 zeigt die
Farbungen exemplarisch an einem iINOS”—iNOS™-Schnitt.

Bei der Auswertung der GFAP-Farbungen fiel auf, dass vier Tage nach MCAO eine sehr
deutliche astrogliale Narbe am Infarktrand gebildet wurde. Im Infarktkern war die NeuN-
Immunreaktivitdt als Zeichen des Nervenzellunterganges massiv reduziert. Die
Astrozytenmarkierung bildete einen sehr deutlichen Rand, wo die neuronale Markierung
bereits verloren gegangen war.

Ein positives GFP-Signal konnte in samtlichen Farbungen weder bei GFAP-immunreaktiven

Zellen (Astrozyten) noch bei NeuN-immunreaktiven Zellen (Neuronen) festgestellt werden.
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Jedoch fiel eine eindrucksvolle Kolokalisation von GFP mit der Immunreaktivitat in
Monozyten/Makrophagen und Mikroglia auf. Fast alle GFP-markierten Zellen waren Iba-
positiv und bestdtigen so die Beobachtung, dass vier Tage nach MCAO vor allem
Monozyten/Makrophagen in das Infarktareal einwandern (Priller et al., 2001a).
GFP/GFAP. .

-

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen aus einem Chimarenhirn nach 45-minitiger
transienter fokaler zerebraler Ischamie, 30um Vibratomschnitte, 20-fach vergroBert. Die GFP-
markierten, eingewanderten Zellen stellen sich grin dar (links). In der Mitte (von oben nach unten)
sind die Texas-Red-gefarbten Astrozyten (GFAP), Neuronen (NeuN) und
Mikroglia/Monozyten/Makrophagen (Iba-1) dargestellt. Rechts wurden die beiden links stehenden
Bildausschnitte mittels Photoshop Ubereinander gelagert. Die Zellen, die sowohl GFP- als auch Iba-
positiv sind, erscheinen gelb.

3.3 InfarktgroBen der Chimarengruppen

3.3.1 Kein signifikanter Unterschied der InfarktgroRen in den vier Chimarengruppen

Die Chimaren der vier Transplantationsgruppen wurden jeweils einer 45-minitigen MCAQO
unterzogen und die InfarktgroRen nach 96 Stunden mittels H-E-Farbung und Auswertung mit
der Sigma Scan 4.0 Software bestimmt.

Zunachst wurden die Infarktflachen der einzelnen definierten Ebenen bestimmt und
miteinander verglichen. In allen Chimarengruppen zeigte sich die grofte Ausdehnung der

Infarktflache in der zweiten Schnittebene. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
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Infarktflachen konnte in keiner der einzelnen Ebenen zwischen den Gruppen festgestellt
werden (Kruskal-Wallis p>0,05; T-Test p>0,05). Abb. 10 zeigt die Infarktflachen der vier

Transplantationsgruppen.
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Abb. 10: GroBe der Infarktflaichen (mm?) in den vier Transplantationsgruppen nach 45-
minutiger transienter fokaler zerebraler Ischdamie, gemessen an fiinf defininierten Ebenen (E)
an H.-E.-Schnitten (E0-E4). Zwischen den einzelnen Gruppen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in den InfarktgréRen/Schnittebenen.

Im nachsten Schritt wurden die Infarktvolumina der einzelnen Gruppen berechnet und diese
gegeneinander aufgetragen. Die Infarktvolumina wurden 96 Stunden nach 45-mindtiger
transienter fokaler zerebraler Ischamie bestimmt und eine Odemkorrektur vorgenommen
(indirekte Infarktvolumina). In allen Gruppen wurden embryonale Versorgungstypen und vor
Ablauf von 96 Stunden verstorbene Tiere von der Analyse ausgeschlossen.

Die indirekten Infarktvolumina betrugen 34,5+14,8 mm? fir iINOS”—iNOS™ (n=6), 34,112
mm?® fiir wt—wt (n=7), 34,6+14,8 mm? fir wt—iNOS™ (n=11) und 30,3+13 mm? fiir INOS™
—wt. Es ergab sich mittels Kruskal-Wallis- und T-Test kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen.
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Signifikante Unterschiede der Infarktvolumina konnten auch nicht fur die direkten Infarkte
festgestellt werden. Abb. 11 zeigt die indirekten Infarktvolumina der vier

Transplantationsgruppen.
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Abb. 11: Darstellung der indirekten (6demkorrigierten) Infarktvolumina (mm?®) der vier
Transplantationsgruppen nach 45-miniitiger transienter fokaler zerebraler Ischamie. Zwischen
den einzelnen Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (MW+SD).

3.3.2 Drei verschiedene Stamme von iNOS-Knock-out-Mausen sind gegenuiber
transienter zerebraler Ischamie nicht geschiitzt
Aufgrund der in der Literatur existierenden Daten (ladecola et al., 1997b) wurde ein
signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und iNOS-Knock-out-Mausen nach fokaler
zerebraler Ischamie erwartet, der sich in den vorangehenden Experimenten nicht darstellte.
Um einen Effekt der Knochenmarktransplantation und des experimentellen Aufbaus auf die
vorliegenden Ergebnisse auszuschlieBen, wurde ein Kontrollexperiment mit nicht
transplantierten Tieren durchgeflihrt (Abb. 12). In dieser Serie wurde eine langere
Ischamiezeit gewahlt, um den Stimulus fiir eine mogliche INOS-Expression zu vergrofiern.
Es wurden je 13 mannliche Wildtyp-Tiere (C57BL/6) gegen 12 mannliche iNOS-Knock-out-
Tiere (urspriinglich von Laubach et al. generiert, 1995) getestet. Beide Gruppen wurden
unter oben beschriebenen Bedingungen jeweils einer 60-minltigen transienten fokalen
zerebralen Ischamie mittels Verschluss der A. cerebri media unterzogen und die
InfarktgréRen 96 Stunden nach MCAO ausgewertet. Der in der Literatur beschriebene Effekt
einer signifikanten Protektion der iINOS-defizienten Mause konnte nicht bestatigt werden. Die
beiden Gruppen unterschieden sich 96 Stunden nach fokaler zerebraler Ischdmie nicht
signifikant in den InfarktgréRen (Wildtyp: Infarktvolumen = 62,85 mm®*t15,71; iNOS™:
Infarktvolumen = 64,25 mm3+15,7).
Aufgrund dieses Uberraschenden Ergebnisses wurde das Experiment mit einem anderen

iINOS-Knock-out-Stamm, den urspringlich von MacMicking (1995) generierten Mausen,
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wiederholt (Abb.12). Dieser Knock-out-Stamm hatte in vorangehenden Publikationen eine
signifikante Protektion im Vergleich mit dem Wildtyp gezeigt (ladecola et al., 1997a; Loihl et
al., 1999). Wie in den vorangehenden Experimenten wurden nur mannliche Tiere und ihre
entsprechenden Wildtypen verwendet. Die Tiere wurden ebenfalls einer 60-minltigen
fokalen transienten zerberalen Ischamie unterzogen. Uberraschenderweise stellten sich
auch hier keine signifikanten Unterschiede in den InfarktgroRen der Wildtypen (n=13; 60,74
mm?3+25,32) gegeniber den iNOS-defizienten Mause (n=12; 64,14 mm3+22,29) 96 Stunden
nach MCAO dar.

Um die Bedeutung des jeweiligen Mausstammes in der Protektion von iNOS-defizienten
Mausen wahrend transienter fokaler zerebraler Ischamie einschatzen zu konnen,
untersuchten wir die von Laubach et al. (1995) generierten Knock-out-Mause mit einem
gemischten Hintergrund aus C57BL/6- sowie SV129-Mausen (Abb.12). 96 Stunden nach 60-
minutiger Ischamie zeigten die mannlichen iINOS-Knock-out-Mause (n=18; 46,4 mm3+21,8)
keine signifikante Protektion gegenilber ihren entsprechenden Wildtypen (n=11; 53,27
mm?3t21,33). Dabei ist anzumerken, dass aus der Wildtyp-Gruppe neun Tiere friher als 96
Stunden nach Reperfusion verstarben, gegentber nur einem Tier aus der iINOS-Knock-out-
Gruppe, und somit nicht in die Auswertung mit eingingen. Das entspricht einer Mortalitatsrate
von 45% in der Wildtyp-Gruppe gegentber 5% in der Knock-out-Gruppe. Dieser Unterschied
war statistisch signifikant (Chi%-Test, p<0.05).

Weiterhin fiel auf, dass das Infarktvolumen der iNOS-Knock-out-Mause mit gemischtem
Hintergrund signifikant kleiner war als das der iNOS-Knock-out-Mause mit reinem C57BL/6-
Hintergrund, wahrend zwischen den Infarktgrolen der entsprechenden Wildtypen kein

signifikanter Unterschied festzustellen war (T-Test, p<0,05).

InfarktgroBen der unterschiedlichen Knock-out-Mause
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Abb. 12: Darstellung der indirekten (6demkorrigierten) Infarktvolumina der drei
unterschiedlichen iNOS-Knock-out-Mausstamme gegeniiber ihren jeweiligen Wildtypen nach
60-miniitiger transienter fokaler zerebraler Ischamie. Keine der drei verschiedenen iNOS-Knock-
out-Mausstamme war gegenuiber dem jeweiligen Wildtyp vor transienter Ischamie geschutzt.
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3.4 INOS-Immunhistochemie

3.4.1 Keine iNOS-Expression in GFP-Chimaren nach transienter fokaler Ischamie

Die GFP-Chimaren wurden einer 45-mindtigen transienten fokalen zerebralen Ischamie
unterzogen. Hierauf folgte eine unterschiedlich lange Reperfusionszeit von ein bis finf oder
14 Tagen. Die Hirne wurden nach PFA-Perfusion enthommen und auf die Expression von
iINOS in den einwandernden Leukozyten und der residenten Glia immunhistochemisch
untersucht.

Hierzu wurden mehrere polyklonale Antikérper gegen iNOS (Chemicon, Transduction
Laboratories, Upstate) verwendet. Mit allen drei Antikbrpern wurden Schnitte aus allen vier
Transplantationsgruppen und verschiedenen Reperfusionszeitpunkten auf die Expression
von iNOS im Gehirn hin untersucht.

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Farbungen mit dem anti-iINOS-Antikoérper der Firma
Chemicon an Chimarenhirnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach MCAO. Es zeigte sich
eine Uber die Zeit zunehmende Infiltration GFP-positiver Leukozyten in das Infarktareal. Zu
spateren Zeitpunkten nach der MCAO war eine Ramifizierung der eingewanderten GFP-
positiven Zellen als Ausdruck der Differenzierung zu Mikroglia zu beobachten (siehe auch
Priller et al., 2001a). Zu keinem Zeitpunkt konnte eine iINOS-Immunreaktivitdt nachgewiesen
werden. Auch mit den beiden anderen anti-iINOS-Antikdrpern lie3 sich keine iINOS-
Immunreaktivitdt im Gehirn 1-14 Tage nach MCAO in eingewanderten Zellen oder in

residenten Gliazellen detektieren.

Tag 1 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 14

Abb. 13: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der immunhistochemischen Farbung auf
iNOS mit Chemicon anti-iNOS an Chimarenhirnen 1d, 3d, 4d, 5d und 14d nach transienter
fokaler zerebraler Ischamie. Die einwandernden, GFP-positiven Zellen (obere Reihe) zeigten eine
Uber die Zeit zunehmende Infiltration und Ramifizierung. Weder die eingewanderten Zellen noch die
residenten ZNS-Zellen zeigten iINOS-Immunreaktivitat (untere Reihe).
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Um die Sensitivitdt und Spezifitdt der Antikdrper zu untersuchen, wurden mehrere
Kontrollexperimente durchgefiihrt (exemplarisch gezeigt am Chemicon Antikorper).

Im Western-Blot von Wildtyp-Maus-Hirn-Homogenat erkannte der Chemicon Antikorper eine
einzelne Bande von ca. 130 kDa, welche der GréRe von iNOS entspricht (Abb.14). Hiermit
konnte ein nicht funktionierender Antikérper als Erklarung fir das negative Ergebnis der

iINOS-Immunhistochemie ausgeschlossen werden.
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Abb. 14: Western-Blot-Analyse der Expression von iNOS im Mausgehirn. Der anti-iNOS-
Antikdrper (Chemicon) erkennt eine spezifische Bande von 130 kDa.

Als Positivkontrolle fur die Immunhistochemie wurde ein Modell der Ratten-Meningitis
verwendet. Nach lokaler Applikation des proinflammatorischen Zytokins von Interleukin 1-
beta auf die Ratten-Dura (PD Dr. U. Reuter, Neurologische Klink, Charité) war eine deutliche
iINOS-Immunreaktivitdt in meningealen Leukozyten nachweisbar (Abb.15). In der
unstimulierten Ratten-Dura der kontralateralen Hemisphare zeigte sich hingegen keine
Anfarbung mit dem Chemicon-Antikorper.

In einem Induktionsmodell der Meningitis durch LPS (PD Dr. U. Reuter, Neurologische Kiink,
Charité) fiel eine deutliche iINOS-Expression in meningealen Leukozyten und einwandernden
Neutrophilen auf. In den Kontroll-Tieren konnte keine Immunreaktivitait nachgewiesen
werden (Abb. 15).
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A \L+1b stimulierte Dura . B LPS-Meningitis

C Unstimulierte Dura D LPS-Meningitis

Abb. 15: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von iNOS-Immunreaktivitdt im Meningitis-
Modell der Ratte unter Verwendung des anti-iINOS-Antikorpers (Chemicon), 40-fach vergroRert.
Abbildung A zeigt einen Schnitt einer mit IL-1b stimulierten Ratten-Dura. Es zeigte sich nach IL-1b-
Stimulation eine deutliche iINOS-Immunreaktivitat in meningealen Leukozyten. Abbildung C zeigt die
entsprechende Kontrolle ohne Stimulation. In Abbildung B und D stellt sich nach Induktion einer
Meningitis durch LPS in einem Ratten-Modell eine deutliche iINOS-Immunreaktivitdt in meningealen
Leukozyten und neutrophilen Granulozyten dar. Die Negativkontrolle zeigte keine iINOS-
Immunreaktivitat (nicht dargestellt).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit trotz ausreichender Sensitivitat und
Spezifitat des verwendeten anti-iINOS-Antikorpers keine iNOS-Expression nach transienter

fokaler zerebraler Ischamie der Maus nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Der induzierbaren NO-Synthetase (iINOS) wird eine wichtige Rolle im Rahmen der
Entzindungsreaktion nach fokaler zerebraler Ischéamie zugeschrieben. Mehrere Studien
konnten eine Expression von iNOS in der spaten Phase nach zerebraler Ischdmie und die
Produktion grof3er Mengen von toxischem NO nachweisen. Durch Blockierung der iNOS,
entweder durch spezifische INOS-Hemmer oder iNOS-defiziente Mause, konnte eine
Reduktion des ischamischen Schadens erreicht werden. Diese Ergebnisse stitzen die
Hypothese, dass iNOS eine Rolle in der Schadensvermittiung nach zerebraler Ischamie
spielt (ladecola et al., 1997a, 1995c; Loihl et al., 1999).

Es ist jedoch weiterhin unklar, welche Zellpopulation nach zerebraler Ischamie fir die
Expression von iNOS verantwortlich ist. Abhangig vom verwendeten Modell und dem
Zeitpunkt der Untersuchung nach dem Schlaganfall gibt es unterschiedliche, sich zum Teil
widersprechende Ergebnisse verschiedener Studien. Einige Arbeitsgruppen konnten die
Expression von iNOS in einwandernden Leukozyten nachweisen. Die Expression der iNOS
erreichte hier vor allem zu einem spateren Zeitpunkt ihr Maximum. Die Zeitkinetik der iNOS-
Expression entsprach dabei dem zeitlichen Einwanderungsmuster von neutrophilen
Granulozyten. Dieses fiihrte zu der Annahme, dass iINOS von einwandernden Granulozyten
exprimiert wird (ladecola et al., 1997a).

Eine andere Studie konnte jedoch das Protein zusatzlich in residenter Mikroglia nachweisen.
Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass das Expressionsmuster der iNOS und ihr
Expressionsort vom Ausmal des Schadens abhangen (Loihl et al., 1999).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Frage zu untersuchen, von welchen Zellen die
iINOS nach transienter fokaler zerebraler Ischamie exprimiert wird und welche Rolle diese
Zellpopulationen in der Vermittlung des iNOS-spezifischen Schadens spielen.

Zur Beantwortung der Frage, ob die iNOS vor allem von einwandernden Leukozyten
exprimiert wird oder von der residenten Glia, wurde das bereits etablierte Modell der GFP-
Knochenmarkchimare verwendet. Dieses Modell ermdglicht es, ortstandige Zellen des ZNS

von einwandernden Blutzellen zu unterscheiden.

4.1 Chimarengenerierung

Die vorliegende Arbeit war der erste Versuch, den Anteil der Expression eines bestimmten
Gens in residenten Hirnzellen gegentber hdmatogenen Zellen nach einem experimentellen
Schlaganfall zu differenzieren.

Die Generierung von Knochenmarkchimaren ist ein etabliertes Modell. In Vorarbeiten
konnten Priller et al. nach Transplantation von retroviral transduzierten Knochenmarkzellen,

die GFP exprimierten, die Einwanderung der transplantierten Zellen in das ZNS nachweisen
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(Priller et al., 2001a; Priller et al. 2001b). Auch die Einwanderung in andere Organsysteme
konnte anhand von GFP-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. So konnten
beispielsweise Orlic et al. (2001) die Einwanderung von GFP-markierten Zellen in infarziertes
Myokardgewebe zeigen. GFP eignet sich aufgrund seiner hohen Sensitivitat als Marker
besonders gut (Persons et al., 1997).

Die GFP-Knochenmarkchimare erlaubt die ldentifizierung hamatogener Zellen im ZNS.
Durch Transplantation von Knochenmarkzellen aus iNOS-Knock-out-Mausen in Wildtyp-
Mause (und umgekehrt) wurden quasi-,konditionale“ Knock-outs geschaffen, d.h. Tiere, bei
denen je nach Zeitpunkt entweder nur Zellen des ZNS oder nur periphere Blutzellen das
relevante Gen exprimierten. Yu und Mitarbeiter konnten in einem &hnlichen Modell den
Beitrag von hamatopoetischen Zellen zur Expression eines Adenosin-Rezeptors nach
zerebraler Ischamie definieren. Mause, deren periphere Blutzellen das Adenosin-Rezeptor-
Gen nicht exprimierten, hatten signifikant kleinere Schlaganfalle nach transienter Ischamie
als die Wildtyp-Kontrollen (Yu et al., 2004).

Nach Transplantation von Knochenmarkstammzellen in letal bestrahlte Tiere konnte eine
Chimare generiert werden, deren Zellen im peripheren Blut eine andere genetische
Information trugen als die zerebralen Zellen. In der durchgefihrten FACS-Untersuchung
zeigten alle vier Versuchsgruppen (wt—wt, INOS™—IiNOS™, INOS"—wt, wt—iNOS™) stabile
Chimarismusraten von mehr als 60% nach GFP-Transduktion. Im Falle der Verwendung
GFP-markierter hamatopoetischer Stammzellen (HSZ) aus iINOS-Knock-out-Mausen liel3
sich keine signifikante Differenz der Chimarismusrate im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
feststellen. Die Transduktionsraten, die bei beiden Genotypen Uber 70% betrugen, sind
vergleichbar mit anderen Modellen (Wehner et al., 2003; Priller et al., 2001 a+b; Bechmann
et al., 2001). Dies macht deutlich, dass die Ergebnisse reproduzierbar und die
transplantierten Tiere untereinander gut vergleichbar sind. Die niedrigen Verlustraten nach
Transplantation zeigen deutlich, dass die Tiere ausreichend rekonstituiert wurden.
Zusammengefasst konnte das etablierte Modell der GFP-Knochenmarkchimare auf
Chimaren aus Knock-out-Tieren zum einen und Wildtyp-Tieren zum anderen erweitert und

somit weitergefihrt werden.

4.2 Einwanderung und Differenzierung

Eine wichtige Kontrolle zur Aussagekraft und Anwendbarkeit des verwendeten Modells der
Knochenmarkchimare war die Einwanderung der GFP-markierten peripheren Blutzellen in
das ZNS.

Vier Wochen nach der Knochenmarktransplantation waren mehr als 70% der Zellen in der
FACS-Analyse des peripheren Blutes GFP-positiv. Nach Auslésen einer fokalen zerebralen

Ischamie vier Wochen nach der Transplantation durch MCAO fiir 45 Minuten, waren GFP-
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markierte Zellen im gesamten ischamischen Gebiet der betroffenen Hemisphare
nachzuweisen. Diese Zellen konnten fluoreszenzmiskroskopisch durch das starke Signal des
GFPs sichtbar gemacht werden. Als Kontrolle diente eine Farbung mit anti-GFP, welche das
gleiche Verteilungsmuster der GFP-positiven Zellen zeigte.

In der kontralateralen nicht betroffenen Hemisphare lielRen sich GFP-markierte Zellen
lediglich in den perivaskularen Raumen und nur vereinzelt im ZNS-Parenchym nachweisen.
Diese Beobachtung bestatigt Ergebnisse anderer Arbeiten, die eine erste Infiltration der
hamatopoetischen Zellen in die perivaskularen Raume bereits zwei Wochen nach der
Transplantation nachweisen konnten (Bechmann et al., 2001; Priller et al., 2001a).

In friiheren Arbeiten konnte vier Wochen nach der Transplantation noch keine signifikante
Einwanderung von Mikroglia in Striatum und Cortex nachgewiesen werden. Auf einen
pathogenen Stimulus hin wanderten Zellen aus dem Blut in das betroffene Gebiet ein (Priller
et al.,, 2001a). So fand 24 Stunden nach MCAO eine massive Infiltration von GFP-
markierten, runden Zellen in den ischamischen Kortex, das Striatum und den Hippocampus
statt (Priller et al., 2001a). Die Einwanderung GFP-markierter Zellen in das geschadigte
Gebiet fand nicht nur nach zerebraler Ischamie, sondern auch nach anderen ZNS-
Pathologien, wie zum Beispiel der Transektion der Fimbria-Fornix oder der Axiotomie des
Fazialisnervs, statt (2001a).

Auch in anderen Organsystemen wurde eine ahnliche Einwanderung beobachtet. So konnte
beispielsweise die Einwanderung GFP-markierter Zellen in Leber oder auch Lunge nach
traumatischen Schaden nachgewiesen werden (Lagasse et al., 2000; Lama und Phan,
2006).

Darlber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit die Morphologie der einwandernden Zellen
untersucht und eine immunhistochemische Charakterisierung durchgefiihrt.

Vier Wochen nach der Transplantation GFP-markierter Zellen zeigte sich auf den
eingewanderten Zellen im ZNS vor allem eine Expression des Monozyten/Makrophagen-
Markers Iba-1 (Imai et al., 1996). Ein signifikanter Teil der Iba-positiven Zellen war GFP-
positiv. Auch wiesen einige GFP-positive Zellen die fiir Mikroglia typische Morphologie auf.
Hieraus lasst sich schliel3en, dass ein reger Austausch zwischen den peripheren Blutzellen
und der ortstandigen Mikroglia stattfindet. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Zellen aus
dem peripheren Blut an den Ort der Schadigung wandern und zu Mikroglia differenzieren
bzw. von dieser nicht mehr zu unterscheiden sind.

Der ortstandigen Mikroglia wird vor allem eine Rolle in der Abwehr des Hirnparenchyms
gegen Infektionen, Trauma, Inflammation, Tumore und Degeneration zugeschrieben
(Kreutzberg et al., 1996). So wird eine signifikante Differenzierung hdmatopoetischer Zellen
in Mikroglia vor allem nach Ischamie, Inflammation und Trauma des ZNS beschrieben (Priller

et al., 2001a; Mezey et al., 2000). In Versuchen mit GFP-Chimaren konnte gezeigt werden,
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dass 15 Wochen nach Transplantation bis zu einem Viertel der regionalen Mikroglia-
Population von Donorzellen gestellt wird (Priller et al., 2001a).

Zur Darstellung der Astrozytenpopulation der untersuchten Hirnschnitte wurde der Marker
glial fibrillary acidic protein (GFAP) verwendet, der gegen ein intermediares Filament in reifen
Astrozyten gerichtet ist (Eng et al., 2000). Die in den untersuchten Hirnschnitten
nachgewiesenen GFAP-markierten Astrozyten bildeten vor allem den Infarktrandsaum. Auch
in  Vergleichen mit Hamatoxylin-Eosin(H.-E.)-gefarbten  Schnitten entsprach die
fluoreszenzmikroskopisch sichtbare Astrozytenrandzone dem histologisch sichtbaren
Randgebiet der neuronalen Zellschadigung.

Eine Expression von GFAP konnte in den GFP-positiven Zellen in dem vorgegebenen
Beobachtungszeitraum von bis zu funf Wochen nach Transplantation nicht nachgewiesen
werden. Somit Iasst sich aus diesen Ergebnissen schlieRen, dass eine Differenzierung der
hamatopoetischen Zellen zu Astrozyten in dem verwendeten Modell nicht stattfindet. In der
Literatur gibt es hierzu widersprichliche Angaben. Wahrend einige Autoren beschreiben,
dass 0,5% aller ZNS-Astrozyten ihren Ursprung im Knochenmark haben (Eglitis und Mezey,
1997; Eglitis et al.,, 1999), beobachten andere Autoren keine Differenzierung
hamatopoetischer Stammzellen zu Astrozyten (Wehner et al., 2003; Brazelton et al., 2000;
Nakano et al., 2001; Hess et al., 2002).

Zur Untersuchung einer mdglichen Differenzierung der hamatopoetischen Zellen zu
Neuronen wurde als neuronaler Marker NeuN verwendet. Zu keinem Zeitpunkt konnte in
einem der untersuchten Tiere eine Expression von NeuN in GFP-positiven Zellen
nachgewiesen werden. Dieses spricht gegen eine Differenzierung der GFP-markierten Zellen
zu Neuronen in dem verwendeten Modell. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass Uber einen
langeren Beobachtungszeitraum von sechs Monaten eine Differenzierung zu Neuronen
maoglich sein konnte (Nakano et al., 2001; Eglitis and Mezey et al., 1997; Kopen et al., 1999;
Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000).

Zusammengefasst wird deutlich, dass die Einwanderung hamatopoetischer Zellen bevorzugt
an den Ort der Schadigung stattfindet. Dies suggeriert, dass vom Ort der Schadigung
spezielle Botenstoffe ausgeschiittet werden, welche die Rekrutierung von myeloiden Zellen
in das geschadigte Gebiet lenken. Hieraus ergibt sich eventuell die interessante Moglichkeit,
Gen-modifizierte hamatopoetische Zellen als Vehikel fliir Gentherapie im zentralen
Nervensystem zu nutzen. Weitere Versuche sind notwendig, um das Potential einer
moglichen klinischen Anwendung hamatopoetischer Stammzellen in verschiedenen ZNS-

Pathologien zu untersuchen.
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4.3 Die Rolle einwandernder Leukozyten im Schlaganfall

In mehreren Arbeiten wird angenommen, dass einwandernde Leukozyten einen wichtigen
Beitrag zur Vergrofierung des spaten ischamischen Schadens leisten. Im Rahmen der
Entzindungsreaktion wurde vor allem in der spaten Phase nach zerebraler Ischamie eine
ausgedehnte Einwanderung neutrophiler Granulozyten in das Infarktgebiet festgestellt
(Barone et al., 1992; Clark et al., 1994; Matsuo et al., 1994; Schroeter et al., 1994).

In verschiedenen Versuchsansatzen konnte durch Strategien, welche die Einwanderung von
Leukozyten verringern oder verhindern, eine Verkleinerung des ischamischen Schadens
erzielt werden. Durch Verwendung von Antikdrpern gegen neutrophile Granulozyten, wie
dem monoklonalen Anti-Neutrophilen-Antikérper RP3, konnte das Infarktvolumen um 30-
60% reduziert werden (Matsuo et al., 1994). Auch bei Verwendung selektiver Antikdrper
gegen einzelne Komponenten des Immunsystems, wie ICAM-1 (Bowes et al., 1993; Chopp
et al., 1996) oder anti-CD11/CD18-Antikérper, konnte der ischamische Schaden verkleinert
werden (Chen et al., 1994; Mori et al., 1992). Ebenso konnte durch Ausschaltung wichtiger
Gene der Neutrophilen-Aktivierung oder —Migration eine signifikante Abnahme der
SchlaganfallgroRe erzielt werden. Als Knock-out-Tiere wurden hierbei CD-18-defiziente
Mause (Prestigiacomo et al., 1999) oder ICAM-1-Knock-out-Mause verwendet (Kitagawa et
al., 1998).

Es wird angenommen, dass einwandernde Leukozyten zu einer VergroRerung des
ischamischen Schadens durch die Expression von zytotoxischem NO durch iNOS beitragen
(ladecola et al., 1997a). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob einwandernde
Leukozyten die Hauptquelle der NO-Synthese durch iNOS darstellen. Hierzu wurde eine
GFP-Chimare generiert, die eine verlassliche Markierung einwandernder Blutzellen
ermdglicht. Vier Wochen nach Transplantation der GFP-markierten Knochenmarkzellen
wurden die Chimaren einer 45-minitigen MCAOQO unterzogen und die Hirme zur
immunhistochemischen Untersuchung aufgearbeitet. Nach Ischamie zeigte sich eine
unmittelbar einsetzende und anhaltende Einwanderung GFP-positiver Zellen in das gesamte
Infarktgebiet (siehe Kapitel 4.2). Allerdings war in den eingewanderten, GFP-exprimierenden
Zellen keine iINOS-Immunreaktivitdt nachweisbar. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine
Vergroflerung des ischamischen Schadens durch eine NO-Produktion einwandernder
Leukozyten im vorliegenden Modell. Dies stlitzt die Ergebnisse neuerer Arbeiten, die gegen
eine herausragende Rolle einwandernder Leukozyten bei der VergroRerung des
ischamischen Schadens sprechen (Ubersicht siehe Emerich, 2002).

So flhrte eine experimentelle Neutropenie mit einer Reduktion der Leukozyten-Infiltration
von uber 60% in einem Modell der schweren Ischadmie der Ratte zu keiner Reduktion des
Infarktvolumens oder des oxidativen Stresses (Beray-Berthat et al., 2003). Eine durch LPS

verstarkte Einwanderung von Leukozyten in das Infarktgebiet fihrte sogar zu einer
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Verkleinerung des ischamischen Schadens (Ahmed et al., 2000). Weiterhin entwickelten
Myeloperoxidase-defiziente Mause gréRere Infarkte als ihre Wildtypen (Takizawa et al.,
2002). Myeloperoxidase ist ein Enzym, welches in neutrophilen Granulozyten und
Monozyten produziert wird und haufig auch als Marker fur die Neutrophilen-Aktivitat
verwendet.

Auch spricht der beobachtete zeitliche Verlauf der Einwanderung von Leukozyten gegen
eine Rolle der Leukozyten in der VergroRerung des ischamischen Schadens. Die
Einwanderung der Leukozyten findet erst zu einem sehr spaten Zeitpunkt statt (Maximum
frihestens 24-48 Stunden, im verwendeten Modell erst ca. drei bis flinf Tage nach
Ischamie). Zu diesem Zeitpunkt ist die Ausbildung des endgiiltigen Infarktvolumens
weitgehend abgeschlossen (ladecola et al., 1997a) und die Expression von iNOS hat ihr
Maximum in einigen Modellen bereits Giberschritten (Lerouet et al., 2002). Bisher konnte eine
Zunahme des Infarktvolumens oder eine Verschlechterung des neurologischen Defizits nach
24 Stunden nicht nachgewiesen werden, wahrend die Infiltration durch Entzindungszellen
weit Uber diesen Zeitpunkt hinaus anhalt (Ubersicht siehe Emerich et al., 2002).

Eine tragende Rolle einwandernder Leukozyten kann jedoch fur die permanente Ischamie
nicht ausgeschlossen werden. Vorangehende Ergebnisse zeigten eine iNOS-Expression in
einwandernden Leukozyten vor allem in der permanenten Ischamie (ladecola et al., 1995a;
ladecola et al.,, 1997b). In der transienten Ischamie hingegen wird angenommen, dass
BlutgefalRe den Hauptexpressionsort der iNOS darstellen (ladecola et al., 1996; siehe 4.4.2).
Diese Befunde lieRen sich in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht bestatigen (siehe
Resultate).

Andere Arbeiten konnten eine Expression der iNOS auch in der residenten Glia nachweisen.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass die residente Mikroglia eine wesentliche Rolle in der post-
ischamischen Entziindungsreaktion spielt (Loihl et al., 1999). In einer Untersuchung der
Einwanderung von Leukozyten an GFP-Chimaren nach transienter fokaler zerebraler
Ischamie konnten (berraschend wenige hamatopoetische Zellen im Infarktgebiet
nachgewiesen werden. Die Hauptpopulation der Entzindungszellen wurde vor allem in der
frihen Phase mehrheitlich von residenter Mikroglia gestellt (Schilling et al., 2003). Eine
eventuelle Uberlegenheit lokaler Abwehrmechanismen gegeniiber hdmatopoetischen Zellen
zeigte sich auch in der phagozytischen Aktivitat. So betrieb die Mikroglia deutlich mehr
Phagozytose nach einem ischamischen Schaden als die einwandernden Zellen (Schilling et
al., 2005).

4.4 Bedeutung der iNOS im Schlaganfall

Unabhangig von der Expression in einwandernden Leukozyten sollte die Frage beantwortet

werden, ob die iINOS eine Rolle in der Vermittlung des spaten Schadens nach fokaler
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zerebraler Ischamie spielt und welche Bedeutung die NO-Freisetzung durch iNOS in diesem
Zusammenhang spielt.

Durch die Transplantation von Knochenmark aus iNOS-Knock-out-Mausen in Wildtyp-Tiere
und umgekehrt wurden Chimaren geschaffen, die entweder nur in Zellen des peripheren
Blutes oder hauptsachlich in Zellen des ZNS iNOS exprimierten. Eine Fragestellung der
vorliegenden Arbeit war, ob sich die InfarktgroRen dieser Knochenmarkchimaren 96 Stunden
nach 45-mindtiger MCAO unterscheiden. Hiermit sollte beantwortet werden, ob
einwandernde Leukozyten oder die ortstidndige Mikroglia Gber die Expression von iNOS den
spaten ischamischen Schaden vergrofern kénnen.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der InfarktgroRen zwischen den iNOS™
—iNOS™- und wt—iNOS™-Tieren. Auch zwischen den INOS”—wt-Chiméren und iNOS™
—iNOS™-Tieren war kein signifikanter Unterschied festzustellen. Die Versuchsgruppen boten
allesamt nahezu identische InfarktgroRen. Auch zwischen den wt—wt- und INOS”—iNOS™-
Tieren, welche als Kontrollgruppen dienten, zeigte sich Uberraschenderweise kein
signifikanter Unterschied. Dieses widerspricht Ergebnissen aus vorangehenden Arbeiten
(ladecola et al., 1997a; Loihl et al., 1999).

Um zu Uberprifen, ob nicht die Prozedur der Knochenmarktransplantation und Bestrahlung
einen Einfluss auf die Schlaganfallgroe hatte, wurden die Infarktgro3en von nicht
transplantierten Wildtyp- gegen iNOS-Knock-out-Tiere nach 60-minitiger MCAO bestimmt.
Bei gleichem Versuchsaufbau wurden verschiedene iINOS-Knock-out-Stdmme bezlglich
ihrer Protektion gegenuber transienter fokaler zerebraler Ischamie untersucht. Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Laubach-Mause (Laubach et al., 1995), die nach
Rickkreuzung einen reinen C57BL/6-Hintergrund aufweisen, zeigten nach 60-minltiger
transienter Ischamie keine signifikant kleineren InfarkigréRen im Vergleich zu ihren
Wildtypen. Zur Kontrolle wurden die von MacMicking et al. (1995) generierten iNOS-Knock-
out-Mause, bei denen in vorangegangen Arbeiten eine Protektion nach zerebraler Ischamie
beschrieben wurde (ladecola et al., 1997a; Loihl et al., 1999), beziglich ihrer Protektion nach
transienter zerebraler Ischamie untersucht. Um einen groReren Stimulus fir die Expression
von iINOS zu setzen wurde eine langere Ischamiezeit gewahlt. Auch diese Tiere wiesen
keine signifikante Differenz des Infarktvolumens nach 60-minttiger MCAO im Vergleich zu
ihren Wildtypen auf. Um einen moglichen Einfluss des Mausstammes auf die InfarktgroRe zu
untersuchen, wurden die urspringlich generierten Laubach-Mause mit gemischtem
Hintergrund (C57/SV129) einer 60-mindtigen transienten zerebralen Ischamie unterzogen
und die InfarktgréRen ausgewertet. Die Knock-out-Tiere =zeigten wiederum Kkeine
signifikanten Unterschiede des indirekten Infarktvolumens im Vergleich zu den Wildtypen.
Anschlieend wurde eine immunhistochemische Farbung des iNOS-Proteins an Schnitten

der GFP-Chimaren nach 45-mindtiger transienter fokaler zerebraler Ischamie und
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unterschiedlich langer Reperfusion (Tag eins bis funf, Tag 14) vorgenommen. Entgegen den
Ergebnissen vorangehender Arbeiten (ladecola et al., 1997a; Loihl et al., 1999) war das
iINOS-Protein in den untersuchten Tieren immunhistochemisch weder in den einwandernden
Zellen noch in der residenten Glia zu keinem Zeitpunkt nach fokaler zerebraler Ischamie
nachzuweisen.

Zusammengefasst konnte in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell einer
transienten zerebralen Ischamie der Maus weder eine INOS-Expression in ortstandigen
Zellen noch eine Einwanderung iNOS-positiver Zellen in das geschadigte Gewebe gezeigt
werden. Dies widerspricht Forschungsergebnissen, welche die Bedeutung von iNOS in der
Vermittlung des verzogerten Schadens nach dem Schlaganfall herausstellen und eine
Protektion des Gehirns und seiner Zellen durch die Hemmung von iINOS beschreiben. In
mehreren Studien kam es zu einem Anstieg der iINOS-Expression sowohl in einem Modell
der permanenten (ladecola et. al., 1995c¢) als auch in einem Modell der transienten Ischamie
(ladecola et al., 1996; Grandati und Verecchia, 1997). Die Blockierung der iNOS mittels
Aminoguanidin, einem wenig selektiven iINOS-Hemmestoff, fuhrte zu einer Verkleinerung des
ischamischen Infarktes und zu einer Abnahme der iINOS-mRNA (ladecola et al., 1995c;
1996; Zhang, F. et al.,, 1996). Die spezifische Hemmung der iNOS durch die Gabe von
1400 W ergab den gleichen Effekt (Parmentier et al., 1999; Willmot et al., 2005).

Eine Protektion vor zerebraler Ischdmie konnte in vorangehenden Arbeiten auch durch
Ausschaltung des iINOS-Gens nachgewiesen werden. INOS-Knock-out-Mausen zeigten 96
Stunden nach permanenter zerebraler Ischamie 30% kleinere Infarkte als ihre Wildtypen
(ladecola et al., 1997a; Loihl et al., 1999).

Allerdings stellen einige jlingere Daten diese Rolle der iNOS im Mausmodell der Ischamie in
Frage (Schroeter et al., 2003; Cash et al.,, 2001; Lerouet et al., 2005). Eine iNOS-
Immunreaktivitdt wurde bisher von unterschiedlichen Arbeitsgruppen in einwandernden
Entziindungszellen, in zerebralen Gefalten im ischamischen Gebiet (Galea et al., 1998;
Hirabayashi et al., 2000; ladecola et al., 1995c), aber auch in autopsierten Gehirnen von
Patienten nach akutem Schlaganfall nachgewiesen (Forster et al., 1999). Insgesamt weist
die vorliegende Literatur auf eine wichtige Rolle der iNOS in der Vermittlung des spaten
ischamischen Schadens hin (ladecola et. al., 1996). Die in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Ergebnisse kdnnen diese Annahme im transienten Ischamiemodell der Maus
nicht bestatigen und stehen auf den ersten Blick in einem deutlichen Gegensatz zu
bisherigen Forschungsergebnissen. Eine Vielzahl von Faktoren kénnte daftr verantwortlich
sein, dass im vorliegenden Modell die INOS keine Auswirkung auf das AusmalR des
ischamischen Schadens hat und ihre Expression nicht nachzuweisen ist. Es fallt auf, dass

deutliche Unterschiede zwischen den eingesetzten Modellen sowohl hinsichtlich der
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verwendeten Knock-out-Tiere, der Spezies, dem jeweiligen Schadensmodell als auch im

Alter und Geschlecht der verwendeten Versuchstiere bestehen.

441 Bedeutung des Ischamie-Modells

Eine Vielzahl der beschriebenen Untersuchungen zur Rolle der iNOS nach Ischamie sind an
Modellen der permanenten Ischamie durchgefluhrt worden (ladecola et al., 1995 a-c, 1997b;
Loihl et al. 1999; Zhang et al., 1996, 1998). Das in der vorliegenden Arbeit verwendete
Modell ist jedoch ein transientes Modell des Schlaganfalls. Es fuhrt somit zu einer anderen
Art von Begleitreaktion, da in den Modellen der transienten Ischamie auf die Ischamiezeit
eine Phase der Reperfusion folgt. Metaboliten, die den Zellen wahrend der Ischamie
vorenthalten waren, werden mit der Reperfusion wieder zur Verfiigung gestellt, so dass auch
die Art der Entziindungsreaktion eine andere ist. Die Studien, welche die iINOS-Expression
an Modellen der transienten Ischdamie studiert haben, verwendeten entweder ein sehr
schweres Ischamiemodell (Okklusion beider Aa. cerebri mediae sowie einer A. carotis
communis — Parmentier et al., 1999) oder ein Modell der transienten Ischamie, in dem die
gesetzte Ischamiezeit eine Dauer von zwei Stunden (Zhu et al., 2002; Suzuki et al., 2002;
ladecola et al., 1997a) oder zumindest 90 Minuten nicht unterschreitet (Zhu et al., 2003).

Im Vergleich hierzu war die Ischamiezeit des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modells
mit 60 Minuten klrzer. Ebenso ist der Verschluss der A. cerebri media mittels intra-arterieller
Okklusion durch ein Filament deutlich weniger traumatisch, da die Tiere vorher nicht einer
Kraniotomie mit damit moglicherweise einhergehender zerebraler Schadigung unterzogen
werden. Das Silikon-beschichtete Filament wird relativ atraumatisch Uber die Arteria carotis
interna vorgeschoben und fiihrt zu keiner nennenswerten Umgebungsreaktion (Ubersicht
siehe Carmichael, 2005).

Dem iNOS-Protein wird vor allem eine Bedeutung im Rahmen von Entzindungsreaktionen
zugeschrieben. Es wird daher auch inflammatorische NO-Synthetase genannt. Neben einer
gesteigerten Expression der iNOS in der permanenten Ischdmie konnte eine minimale
Expressionsrate auch in Sham-operierten Ratten festgestellt werden, die bei nicht-operierten
Tieren nicht vorhanden war (ladecola et al., 1995c). Dieser Effekt wurde bisher in der
transienten Ischamie nicht beschrieben, wirft jedoch die Frage auf, inwiefern das Trauma des
Eingriffes an sich schon zu einer Expression von iNOS fiihren kann. Modelle von schweren
Ischamien mit traumatischer Kraniotomie zur Vorbereitung kénnten somit schon allein durch
den Eingriff zu einer gesteigerten Expression des iNOS-Proteins fiihren. Ein im Vergleich
hierzu weniger traumatisches Modell einer transienten Ischamie Ubt moglicherweise keinen
ausreichend grof3en Reiz fiir die Expression der iNOS aus.

In Modellen der Neuro-Traumatologie kommt es zu einer gesteigerten Expression von iNOS.

So wurde die iNOS nach Neurotrauma in Ratten bereits nach sechs Stunden hochreguliert
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und die Expression hielt bis zu 72 Stunden an. Dies zeigt, dass iNOS nicht nur nach
ischamischem Schaden, sondern nach neuronalem Schaden an sich verstarkt exprimiert
wird. Im Gegensatz zu den erwahnten Studien der Ischamie fuhrte die Expression der iNOS
in diesem Traumamodell paradoxerweise zu einer Protektion der Tiere. iINOS-defiziente
Tiere zeigten einen gréReren Schaden als ihre Wildtypen (Sinz et al., 1999).

Dieses ist die erste Arbeit, die die Expression der iNOS im beschriebenen transienten
Ischamie-Modell und verwendeten Versuchsaufbau untersucht hat. In einem Modell der
transienten Ischamie der Ratte konnten ladecola et al. (1996) einen viel friheren Anstieg des
iINOS-Proteins mit einem Maximum der iINOS-Expression bereits nach 24 Stunden zeigen.
Im Gegensatz hierzu erreicht die Expression der iNOS in der permanenten Ischamie erst
nach 96 Stunden ihr Maximum (ladecola et al., 1997a). Zu diesem Zeitpunkt ist die iINOS in
der transienten Ischamie in den Untersuchungen von ladecola et al. (1996) schon gar nicht
mehr nachweisbar.

Eine weitere Studie bestatigt den friihen Anstieg der iINOS in der transienten Ischamie (Zhu
et al., 2003). Bereits sechs Stunden nach einer 90-minultigen transienten Ischamie war ein
Anstieg der iINOS nachzuweisen. Die Expression erreichte ihr Maximum nach zwei Tagen.
Nach vier Tagen war das iNOS-Protein nicht mehr nachweisbar. Allerdings ergaben die
Messungen lediglich einen 2,6-fachen Anstieg der iNOS-Aktivitat. Aufgrund der grof3en
biologischen Varianz ist das Ausmall des Anstieges durchaus anféllig fir Stérungen und
Messfehler.

Dies verdeutlicht die grofle Abhangigkeit der INOS-Expression vom verwendeten Ischamie-

Modell und den jeweiligen Ischamiezeiten.

4.4.2 Spezies-spezifische Unterschiede der iNOS-Expression

Es fallt auf, dass sich Expressionsmuster und —starke der iINOS abhangig von der
untersuchten Spezies unterscheiden. Wahrend in den in dieser Arbeit durchgeflhrten
Versuchen bei Mausen keine iNOS-Expression nach transienter zerebraler Ischdmie oder
LPS-induzierter Meningitis festzustellen war, zeigte sich eine deutliche Expression in Ratten
nach intrathekaler LPS- oder Interleukin-Stimulation.

Diese Ergebnisse stiitzen Daten anderer Arbeitsgruppen, die im Vergleich der Expression
von Entziindungsmediatoren wie Interleukin-3 (IL-3), TNF-a aber auch iNOS deutliche
Spezies-Unterschiede zwischen Maus und Ratte nach permanenter Ischamie zeigen
konnten (Schroeter et al., 2003). Wahrend es in der Ratte auf den Reiz der Ischamie hin zu
einer deutlichen Entziindungsreaktion mit ausgepragter Expression von oben genannten
Proteinen kam, war in der Maus allenfalls eine sehr abgeschwachte Reaktion festzustellen.
Ebenso stellten sich deutliche Unterschiede in der Quantitat der Expression dar. Wahrend

die iINOS-Aktivitat in der Maus lediglich ungefahr 3-fach gesteigert war, konnte in der Ratte
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eine bis zu 70-fach erhdhte Aktivitdt nachgewiesen werden. In der Ratte zeigte sich ein
deutliches immunpositives Signal am Infarktrand, wahrend bei der Maus nach 14 Tagen nur
einzelne INOS-positive Zellen nachzuweisen waren (Schroeter et al., 2003).

Dies bestatigt die Ergebnisse vorangehender Studien. In einer biochemischen Analyse der
iINOS-Aktivitat nach permanenter zerebraler Ischamie zeigte sich eine deutliche Expression
in Ratten, jedoch nicht in Mausen (Yoshida et al., 1995). In Ratten wurde ein schnelles
Maximum der iINOS-Expression 48 Stunden nach permanenter Ischamie nachgewiesen
(ladecola et al., 1995a), wahrend die Expression in Mausen verzdgert verlief und erst nach
96 Stunden ihr Maximum erreichte (ladecola et al., 1997a).

Ahnliche Unterschiede zwischen Ratte und Maus zeigten sich auch in anderen ZNS-
Pathologien, wie z.B. in einem Modell des Neurotraumas. In der Maus war nach
Neurotrauma ein Anstieg der iINOS-Expressionsrate erst nach 24 Stunden messbar,
wahrend die iINOS-Expression in der Ratte bereits nach sechs Stunden hochreguliert wurde
(Sinz et al., 1999).

Der Grund fur die deutlichen Unterschiede zwischen Ratte und Maus bleibt unklar. Die
unterschiedlichen iINOS-Expressionsmuster auf inflammatorische Stimuli zwischen Maus und
Ratte deuten darauf hin, dass mogliche Unterschiede in der Immunantwort der Tiere
bestehen. Weitere Studien sind notwendig, um die Bedeutung der Spezies-spezifischen

Unterschiede der iINOS Expression zu klaren.

4.4.3 Die Auswirkung der Knock-out-Maus auf die InfarktgroRe

Weiterhin scheint die Art der Knock-out-Maus an sich eine Rolle bei der Protektion nach
zerebraler Ischamie durch Ausschaltung der iNOS zu spielen. In der vorliegenden Arbeit
wurden iINOS-Knock-out-Mause verwendet, die von Laubach et al. (1995) generiert wurden.
In diesen Mausen wurden die Exone 12-13 durch Einsatz eines Neomycin-Resistenz-Gens
ersetzt. Diese Exone kodieren normalerweise die Calmodulin-Bindungs-Domane, welche fur
die Expression der iNOS unerlasslich ist (Laubach et al., 1995).

Die von uns verwendeten Laubach-Mause zeigten 96 Stunden nach transienter Ischamie
keine signifikante Protektion gegenuber ihren Wildtypen. In den im Anschluss durchgefihrten
Versuchen zeigten zwei weitere Knock-out-Mause keine Protektion gegenliber einer 60-
minUtigen zerebralen Ischamie im Vergleich zu ihren Wildtypen. Jedoch fiel einerseits eine
signifikant erhdhte Mortalitatsrate der Laubach-iINOS-Knock-out-Mause mit gemischtem
Hintergrund gegeniber ihren Widtypen auf. Andererseits wiesen diese Knock-out-Mause
signifikant kleinere Infarkte als die Laubach-Mause mit reinem C57BL/6-Hintergrund auf.
Dies steht in deutlichem Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Studien, die 96 Stunden
nach permanenter Ischamie eine signifikante Reduktion des Infarktvolumens der iNOS-

Knock-out-Mause von MacMicking et al. (1995) gegentber ihren Wildtypen zeigten (ladecola
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et al., 1997a; Loihl et al., 1999). Im Gegensatz zur Laubach-iNOS-Knock-out-Maus wurden
in der MacMicking-Knock-out-Maus nicht die Exone 12-13, sondern die Exone 1-4 und die
Promoter-Region der iINOS ausgeschaltet.

Bemerkenswerterweise zeigen beide Knock-out-Typen auch Unterschiede bezlglich ihrer
Empfindlichkeit gegenliber einem durch LPS induzierten Zelltod. Wahrend die Laubach-
iINOS™-Maus in einem Modell des septischen Schocks keinen Unterschied im Vergleich zu
ihren Wildtypen aufwies (Laubach et al., 1995), war die MacMicking iNOS™-Maus relativ
geschitzt gegeniber LPS-induzierter Hypotension und Tod (MacMicking et al., 1995). Die
Autoren sahen hier bei gleichem Versuchsaufbau den unterschiedlichen Stamm der
verwendeten Mause als Ursache fiir die angegebenen Unterschiede (Laubach et al., 1995).
Dass die Verwendung unterschiedlicher Mausstamme in unterschiedlichen Infarktgrofien
nach zerebraler Ischamie resultieren kann, ist hinreichend bekannt. Mehrere Studien
konnten zeigen, dass C57BL/6-Mause groRere Infarkte aufweisen als SV129-Mause (Maeda
et al, 1999; Fujii et al., 1997). Man nimmt an, dass hierfir unterschiedliche
Kollateralkreislaufe der verschiedenen Maus-Typen verantwortlich sind. C57BL/6-Mause
haben einen hypoplastisch ausgebildeten hinteren Circulus willisi (Yang et al., 1997), was die
groBeren Infarkte der C57BL/6-Mause Uber die schlechtere Kollateralversorgung erklaren
kdnnte. Weiterhin gibt es Daten, die daflr sprechen, dass die Produktion von TNF nach
fokaler zerebraler Ischamie in Mikroglia/Makrophagen des Infarktrandes vom verwendeten
Mausstamm abhangig ist. BALB/c—-Mause wiesen die geringste Menge an TNF-
produzierender Mikroglia auf und entwickelten hierunter die groRten Infarkte verglichen mit
C57BL/6-Mausen und SJL-Mausen (Lambertsen et al., 2002).

Ob und in wie fern Spezies und Hintergrund-assoziierte Unterschiede zu einer
unterschiedlichen INOS-Produktion beitragen, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt ungeklart. In
weiterfuhrenden Versuchen wurde die Induktion der unterschiedlichen Exone untersucht und
eine leichte Induktion vor allem der ersten Exone (Exone 2-3) des iNOS-Gens nach
Schlaganfall festgestellt (Pruess et al., Manuskript zur Veréffentlichung eingereicht). Genau
diese Exone sind jedoch bei der MacMicking-INOS™-Maus ausgeschaltet. Dies kdnnte eine
Erklarung dafir sein, dass verschiedene Arbeiten eine Protektion der MacMicking-Knock-
out-Maus gegentber fokaler zerebraler Ischamie zeigen konnten (ladecola et al., 1997a;
Loihl et al., 1999).

4.4.4 Alter und Geschlecht der Mause beeinflussen die INOS-Expression

Es gibt Hinweise darauf, dass sowohl das Alter als auch das Geschlecht die Auspragung der
ischamischen Schadigung beeinflussen. Zwischen Wildtyp und iNOS-Knock-out-Mausen ist
der Unterschied der Infarktgrofien in jungen Mausen (vier oder acht Wochen alt) grof3er als

in 16 - 24 Wochen alten Mausen (Nagayama et al., 1999). Dies zeigt, dass bei jungen
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Mausen die INOS mdoglicherweise einen grolieren Beitrag zur Entstehung des post-
ischamischen Schaden leistet.

Weibliche iINOS-Knock-out-Mause sind nicht wie ihre mannlichen Artgenossen gegeniber
zerebraler Ischamie geschitzt (Loihl et al., 1999). Hierfir kénnten weibliche Hormone wie
Progesteron verantwortlich sein. Die Gabe von Progesteron nach zerebraler Ischamie fihrt
zu kleineren Infarktvolumina und zu einer verbesserten funktionellen Erholung der Tiere
(Gibson und Murphy, 2004). Interessanterweise scheint Progesteron die iINOS-Expression
direkt zu beeinflussen. Progesteron-behandelte Mause zeigten eine signifikante Reduktion
der iNOS-Expression. Hieraus Iasst sich schlieRen, dass die iINOS wahrscheinlich eine Rolle
in der Vermittlung der Neuroprotektion durch Progesteron spielt (Coughlan et al., 2005). Dies
wird dadurch gestltzt, dass weibliche Mause nach Ovarektomie einen Anstieg der iINOS-
Expression aufwiesen. Dieser Effekt konnte durch die Gabe von Ostrogenen wieder
aufgehoben werden (Park et al., 2006).

Diese Studien zeigen, dass bestimmte weibliche Hormone einen Einfluss auf die Expression
der INOS haben. Inwiefern unterschiedliche Mause einen unterschiedlichen
Ostrogen/Progesteron-Spiegel und daher auch eine unterschiedliche INOS-Expression
aufweisen, ist bisher nicht ausreichend geklart. Um den Einfluss von Hormonen auf die
iINOS-Expression und die InfarktgréRen soweit wie moglich auszuschalten, wurden in den

durchgeflihrten Experimenten nur 8 — 12 Wochen alte mannliche Mause verwendet.

4.4.5 Die Auswirkung der Calcium-Konzentration auf die iNOS-Aktivitats-
Bestimmung

Im Gegensatz zu den beiden Calcium-abhangigen NOS-Isoformen, der eNOS und der
nNOS, ist die iINOS Calcium-unabhangig. In vielen Arbeiten wurde die Bestimmung der
Aktivitdt einer Calcium-unabhangigen-NOS mit der iINOS gleichgesetzt. Das Prinzip der
verwendeten Methode basierte auf der Bindung des freien Calciums mittels 0,5-0,6 mM
Ethylendiamin-Tetracetat (EDTA) (Galea et al., 1998; Yoshida et al., 1995; Zhu et al., 2002).
Die zerebrale Ischamie ist jedoch ein Schadensmechanismus, der zur Ausschuattung von
Calcium und somit zur Erhéhung des freien Calciums fuhrt (Lerouet et al., 2005). So lasst
sich nicht ausschlieBen, dass bei der Aktivititsmessung vieler Kits, die nach
Herstellerangaben nur die Calcium-unabhangige NOS zu bestimmen, aufgrund der hohen
Calcium-Konzentrationen nach Ischamie die Calcium-abhangige NOS mitbestimmt wird. So
konnte gezeigt werden, dass die weitere Senkung der Calcium-Konzentration durch eine
hdéhere Konzentration des Calcium-Chelators EDTA die vorher gezeigten Unterschiede in der
iINOS-Expression aufhebt. Lerouet und Mitarbeiter nehmen an, dass die iINOS-Aktivitat und
deren Bedeutung im Schlaganfall héchstwahrscheinlich (berschatzt werden. Da das

Ausmald der Calcium-Ausschittung auch durch die Schwere und Dauer der Ischamie
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bedingt ist, stellen die Autoren die Hypothese auf, dass die iINOS-Aktivitat vor allem auch von

dem Schadensausmal} des verwendeten Schlaganfallmodells abhangt (Lerouet et al., 2005).

4.4.6 Aminoguanidin - ein unselektiver Hemmstoff der iNOS

Eine Vielzahl von Studien verwendete zur Bestatigung der postulierten
schadensvergroBRernden Wirkung der iNOS Aminoguanidin. Die Gabe von Aminoguanidin,
einem unspezifischen iINOS-Hemmstoff, fuhrte in einigen Fallen zu einer Reduktion des
ischamischen Schadens (Zhang und ladecola, 1998; ladecola et al., 1996). Das spate
Wirkungsmaximum von Aminoguanidin scheint ebenfalls fur eine Hemmung der iINOS zu
sprechen (Zhang und ladecola, 1998).

Aus neueren Studien ist jedoch bekannt, dass nur eine partielle Selektivitdt des
Aminoguanidins gegenlber der iNOS im Vergleich zur eNOS und nNOS existiert (Ubersicht
siehe Alderton et al., 2001). Weiterhin besitzt Aminoguanidin neuroprotektive Effekte, welche
unabhangig von einer iINOS-Hemmung sind (ladecola et al., 1996). So hemmt
Aminoguanidin neben der iINOS auch die Diaminoxidase (Beaven et al.,, 1969) und die
Bildung von Glykosilierungs-Endprodukten (Ubersicht siehe Brownlee, 1986). Dariiber
hinaus zeigte die Gabe von Aminoguanidin in neueren Publikationen keinen Einfluss auf die
InfarktgrofRe oder die NO-Konzentration (Cash et al., 2001).

Die genaue Wirkung von Aminoguanidin auf die iNOS bleibt unklar und eine direkte
Modulation der iNOS ist schwer nachzuweisen, so dass einige Daten im Zusammenhang

von iINOS und Aminoguanidin kritisch zu bewerten sind.

4.5 Ausblick

Die Fragestellungen, die sich aus der vorliegenden Arbeit ergeben, sind vielfaltig. Die
vergleichende Untersuchung der iNOS-Expression in verschiedenen Ischamiemodellen mit
unterschiedlichen Ischamiezeiten konnte Aufschluss Uber die Abhangigkeit der iINOS vom
pathologischen Stimulus geben.

Weiterhin bleibt die Frage zu beantworten, inwiefern Unterschiede in Spezies und Stamm
Einfluss auf die iINOS-Expression haben. In unserer Arbeitsgruppe wurde untersucht, ob
unterschiedliche Splicing-Varianten der iNOS-Knock-out-Mause zu einer unterschiedlichen
iINOS-Expression filhren (Pruess et al., zur Veroffentlichung eingereicht). Auch sind noch
viele Aspekte bezlglich der komplizierten Regulationsmechanismen im Rahmen von

inflammatorischen Reaktionen, an denen auch die iINOS beteiligt ist, unbeantwortet.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit diente der Untersuchung der iINOS-Expression in einwandernden
Leukozyten sowie ortstandiger Mikroglia nach transienter zerebraler Ischamie. Der iNOS
wird eine wichtige Rolle in der Vermittlung des spaten ischamischen Schadens durch
Produktion toxischer Mengen an NO zugeschrieben. Der Expressionsort des iNOS-Proteins
ist jedoch bisher ungeklart. Es gibt Hinweise darauf, dass wahrend und nach dem
ischamischen Ereignis einwandernde Leukozyten iINOS exprimieren und somit zu einer
Vergrolierung des Infarkts fihren. Jedoch ist auch eine Expression der iNOS in residenten
Gliazellen beschrieben worden.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde in der vorliegenden Arbeit ein GFP-Chimaren-
Modell verwendet, welches eine Unterscheidung zwischen einwandernden Zellen und
residenter Glia zulasst. Durch die Transplantation von Knochenmark aus iNOS-defizienten
(INOS™) Méausen in Wildtyp(wt)-Tiere und umgekehrt wurden Chimaren geschaffen, die
entweder nur in Zellen des peripheren Blutes oder nur in Zellen des ZNS iNOS exprimierten.
Zwischen den vier untersuchten Transplantationsgruppen (wt—wt, INOS™—iNOS™, iINOS™
—wt, wt—iNOS™) war kein Unterschied in der InfarktgréRe nach 45-minitiger transienter
fokaler zerebraler Ischamie festzustellen. Es war keine Expression der iNOS in den Wildtyp-
Mausen und auch keine Protektion der drei verwendeten unterschiedlichen iNOS-Knock-out-
Mause gegenuber ihren Wildtypen im verwendeten Modell der transienten Ischamie
nachzuweisen.

Nach den gewonnenen Daten muss die Rolle der iNOS nach zerebraler Ischamie kritisch
betrachtet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die verschiedener anderer Studien weisen
darauf hin, dass die INOS nicht generell als Mediator der schadensvergréRernden

Inflammationsreaktion nach zerebraler Ischamie zu sehen ist.
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