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Abkürzungsverzeichnis 

ADC: Apparent Diffusion Coefficient 

cCT: cerebral Computer Tomography

DAT: Dopamintransporter

DWI: Diffusion Weighted Imaging 

EPND: Exofokale Postischämishe Neuronale Degeneration

FK506: Tacrolimus

FOV: Field Of View

GABA: Gamma-Amino Butyric Acid

GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein

GP: Globus Pallidus 

GPe: Globus Pallidus externus/laterale

GPi: Globus Pallidus internus/mediale 

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography 

i.p.: Intraperitoneal

Iba1: Ionized Calcium Binding Adaptor molecule 1

KG: Körpergewicht

MCA: Arteria Cerebri Media 

MCAo: Middle Cerebral Artery occlusion

MK-801: Dizocilpin

MRT: Magnetresonanztomographie

NeuN: Neuronal Nuclei

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

PET: Photon-Emission Tomography 

PSD: Post Stroke Depression 

rtPA: Recombinant Tissue Plasminogen Activator
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SN: Substantia nigra 

SNc: Substantia Nigra, Pars compacta 

SNr: Substantia Nigra, Pars reticularis 

SPECT: Single Photon Emission Computed Tomography

SPIO: Superparamagnetic Iron Oxide 

SSRI: Selective Serotonin Reuptake Inhibitor 

STN: Nucleus Subthalamicus 

TBS: Tris Buffered Saline

TE: Time to Echo

TH: Tyrosine Hydroxylase

TR: Time to Repeat

USPIO: Ultra Superparamagnetic Iron Oxide

VP: Vascular Parkinsonism

VTA: Ventral Tegmental Area 
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Abstrakt

Die exofokale postischämische neuronale Degeneration (EPND) tritt in der ipsilateralen Substantia 

nigra  nach  striatalem  Schlaganfall  auf.  In  unseren  Studien  verwendeten  wir  das 

Fadenokklusionsmodell  in  der  Maus  (MCAo),  um  einen  isolierten  striatalen  Schlaganfall  zu 

induzieren.  Wir  untersuchten  die  dynamischen  Veränderungen  von  neuronalen  und 

inflammatorischen Zellen,  sowie die Mechanismen der  nigralen EPND. Wir  applizierten FK506 

bzw.  MK-801  subakut,  um  deren  anti-inflammatorischen  und  neuroprotektiven  Effekt  auf  die 

Substantia nigra zu untersuchen.

In MRT-Messungen trat eine Mittelhirnläsion an Tag 4, 5 und 7 nach MCAo auf. Der ADC-Wert war 

erniedrigt,  der  T2-Wert  erhöht.  In  histologischen  Färbungen  waren  die  Populationen  NeuN-

positiver  und  TH-positiver  Zellen  erst  ab Tag 7  vermindert.  Diese  Reduktion  blieb  bis  Tag  28 

bestehen. Mit Hilfe der MRT-Technik kann also eine nigrale EPND antizipiert werden. 

Iba1-positive Mikroglia waren in der ipsilateralen Substantia nigra im Vergleich zur kontralateralen 

Seite an Tag 4 bis Tag 28 erhöht, mit einem Maximum an Tag 7. Die EPND geht also mit einer 

zellulären inflammatorischen Reaktion einher. 

Citalopram ist bisher die einzige Substanz, die bei subakuter Applikation einen neuroprotektiven 

Effekt auf die nigrale EPND zeigt. Zudem sind die Mechanismen, die zur EPND führen, bisher 

kaum verstanden. In unseren Studien untersuchten wir den Effekt des Calcineurin-Inhibitors FK506 

und des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801. 

Wir konnten keinen nigralen Effekt von FK506 auf NeuN-, TH- und Iba1-positive Zellen zeigen, 

wenn es von Tag 5 bis Tag 28 bei einer Dosierung von 1 mg/kg KG/d appliziert wird. Auch MK-801 

zeigte keinen Effekt auf die nigrale Zelldichte Iba1-positiver Mikroglia bei einer Dosierung von 1 

mg/kg KG/d von Tag 5 bis Tag 28. Es zeigte jedoch einen protektiven Effekt auf NeuN- und TH-

positive  Zellen.  Dies  unterstreicht  die  Beteiligung  eines  exzitotoxischen  Mechanismus  an  der 

Pathogenese  der  EPND.  Zudem stellt  sich  damit  ein  subakutes  Target  für  anti-exzitotoxische 

Therapeutika dar. 
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Abstract

The exofocal postischemic neuronal degeneration (EPND) occurs in the ipsilateral substantia nigra 

following a striatal infarction. In our studies we used an establisched murine model (MCAo) with 

reperfusion after 30 minutes of occlusion to induce an isolated striatal infarction.

We examined the dynamic changes of neuronal and inflammatoriy cell populations, as well as the 

mechanisms of the nigral EPND. We applied FK506 and MK-801, respectively, to investigate their 

anti-inflammatory and neuroprotective effect on the substantia nigra when injected at a subacute 

time-point. 

In the MRI a mid-brain lesion appeared on day 4, 5 and 7 after reperfusion. The ADC-value was 

decreased, the T2-value was increased. In histological stainings, the population of NeuN-positive 

and TH-positive cells were significantly decreased not until day 7 after reperfusion. The reduction 

of the cell density persisted at least up to 28 days after reperfusion. Using MRI, a nigral EPND can 

thus be anticipated. 

The population of Iba1-positive microglia were increased in the ipsilateral substantia nigra from day 

4 to day 28 in comparison to the contralateral hemisphere. Therefore, the EPND is accompanied 

by a cellular inflammatory reaction. 

So far, citalopram is the only substance that shows a neuroprotective effect on the nigral EPND 

when applied several days after MCAo. Furthermore, the mechanisms leading to EPND, are still  

poorly understood. In our studies, we inverstigated the effect of the calcineurin-inhibitor FK506 and 

the NMDA-receptor-antagonist MK-801. FK506 did not have any effect on NeuN-, TH- and Iba1-

positive cells after a daily application of 1 mg/kg BW/d from day 5 to day 28. Neither did MK-801 

have any effect on the nigral cell density of Iba1-positive microglia when applied at 1 mg/kg BW/d 

from day 5 to day 28. Nonetheless, it did show a protective effect on NeuN- and TH-positive cells. 

This emphasizes the significance of an excitotoxic mechanism in the pathogenesis of EPND. It 

also presents a target for subacutely applied anti-excitotoxic substances. 
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1 Einleitung 

1.1 Der ischämische Schlaganfall 

Epidemiologie und sozioökonomische Relevanz 

Nach den Statistiken der WHO gingen 2012 11,9% der weltweiten Todesfälle auf Schlaganfälle 

zurück. Damit stellen sie nach kardiovaskulären Erkrankungen die zweithäufigste Todesursache 

dar (World Health Organization 2014).  Neben der hohen Letalität ist insbesondere die Morbidität 

und Invalidisierung ein ernst zu nehmendes Problem. Jährlich erleiden allein in den USA etwa 

795.000 Menschen einen Schlaganfall, dabei lagen die gesamten indirekten und direkten Kosten 

2009  bei  38,6  Milliarden  US-Dollar  (Go  et  al.  2013). In  Deutschland  ist  der  Schlaganfall  die 

dritthäufigste  Todesursache,  2008  betrug  die  Inzidenz  aller  Schlaganfälle  ca.  260.000 

(Heuschmann et al. 2010). Die Gesamtkosten im Jahr 2004 beliefen sich dabei auf 7,1 Milliarden 

Euro (Kolominsky-Rabas et al. 2006), 2006 auf ca. 8 Milliarden Euro (Böhm 2009).

Der Schlaganfall tritt am häufigsten im Alter von ≥ 75 Jahren auf  (European Registers of Stroke 

Investigators et al. 2009). Im Zuge des demographischen Wandels, das heißt einer zunehmend 

alternden  Bevölkerung,  ist  daher  mit  einer  steigenden  Prävalenz  und  sozioökonomischen 

Belastung zu rechnen (Heuschmann, Neuhauser und Endres 2011). 

Pathophysiologie 

Etwa 80% aller Schlaganfälle sind ischämischen Ursprungs (Donnan et al. 2008). Dabei führt der 

Verschluss eines zerebralen Gefäßes zu einer kritischen Reduktion des zerebralen Blutflusses und 

damit zu einer Mangelversorgung im abhängigen Stromgebiet des betroffenen Gefäßes. In den 

meisten Fällen ist die Arteria Cerebri Media (MCA) betroffen; zu ca. 70% Prozent handelt es sich 

dabei um eine thrombembolische Ursache (Krafft et al. 2012). 
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Die Mangeldurchblutung (=Ischämie) geht mit veränderten Stoffwechselprozessen einher, die über 

komplexe Schadenskaskaden zum Zelltod im betroffenen Hirngewebe (=Infarkt) führen kann (s. 

Abb. 1.1 und 1.2). Bei diesen Prozessen handelt es sich insbesondere um Exzitotoxizität, Peri-

Infarkt-Depolarisation  und  oxidativen  Stress,  denen  im  Anschluss  inflammatorische  und 

apoptotische  Mechanismen  folgen  (Dirnagl,  Iadecola  und  Moskowitz  1999;  Kunz,  Dirnagl  und 

Mergenthaler 2010; Moskowitz, Lo und Iadecola 2010).

Abb.  1.1:  Vereinfachte  Darstellung  des  zeitlichen  Verlaufs  der  wichtigsten  pathophysiologischen 

Mechanismen nach zerebraler Ischämie (Dirnagl et al. 1999). 
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Abb. 1.2: Vereinfachte schematische Darstellung der pathophysiologischen Mechanismen nach zerebraler 

Ischämie in neuronalen Zellen. (Dirnagl et al. 1999). 

Erreicht  die Ischämie einen kritischen Wert,  kommt es zu neurologischen Ausfällen, die in der 

klinischen Untersuchung apparent werden. In diesem Fall spricht man von einem ischämischen 

Schlaganfall. Die Symptomatik kann im Verlauf entweder vollständig oder teilweise regredient sein 

oder aber persistieren. Halten die Symptome maximal 24 Stunden an und bilden sich vollständig 

zurück, so wird im klinischen Gebrauch nachwievor von einer transitorisch ischämischen Attacke 

(TIA) gesprochen, obwohl der Begriff  inzwischen sehr umstritten ist.  Innerhalb von 24 Stunden 

kann es bereits zu Gewebsschäden kommen. Daher wurde vorgeschlagen, die Definition der TIA 

um das Kriterium zu erweitern, ob eine Läsion im MRT besteht oder nicht (Easton et al. 2009). Das 

Risiko, einen Schlaganfall mit irreversibler Symptomatik zu erleiden, ist deutlich höher nach einer 
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transienten Ischämie mit nachweisbarer Läsion (Giles et al. 2011). Die Deutsche Gesellschaft für 

Neurologie schlägt daher vor, die TIA als einen manifesten Schlaganfall anzusehen (Diener 2012). 

Zudem besteht in jedem Fall nach Beginn der Symptomatik ein sofortiger Handlungsbedarf (Gaul 

und Endres 2012; Davis und Donnan 2012).

Diagnostik

Das  wichtigste  diagnostische  Mittel  neben  der  klinischen  Untersuchung  sind  bildgebende 

Verfahren. Diese dienen zunächst insbesondere dazu, zwischen einem ischämischen Schlaganfall 

und  einer  intrakraniellen  Blutung  zu  unterscheiden.  Dabei  findet  die  zerebrale 

Computertomographie  (cCT)  nachwievor  eine  größere  Anwendung,  obwohl  die 

Magnetresonanztomographie (MRT) diagnostisch überlegen ist (Davis und Donnan 2012):

Erstens ist  das MRT, wie oben erwähnt,  dazu geeignet,  Läsionen bei  transienter Symptomatik 

nachzuweisen  (Easton et al. 2009). Zweitens kann mittels MRT das Infarktalter und damit das 

Zeitfenster besser eingeschätzt werden als im cCT (Röther 2001; Janjua 2012). Drittens kann im 

MRT zwischen irreversibel geschädigtem Gewebe und der sogenannten Penumbra differenziert 

werden (Mezzapesa et  al.  2006;  Kloska et  al.  2010).  Als  Penumbra  (griech.:  Halbmond)  wird 

dasjenige  Hirngewebe  bezeichnet,  welches  einen  Infarktkern  umgibt.  Sie  unterliegt  einem 

reduzierten  Blutfluss,  der  bereits  zu  funktionellen  Ausfällen  führt.  Eine  irreversible  strukturelle 

Zellschädigung  hat  hier  jedoch  noch  nicht  stattgefunden  (Heiss  2012;  González  2012). Der 

Zustand des Penumbra-Gewebes ist damit reversibel. 

Diese  diagnostischen  Unterscheidungen  sind  von  entscheidender  Wichtigkeit  für  die  akuten 

therapeutischen Konsequenzen. Denn es gilt zunächst vor allem eine Blutung auszuschließen und 

reversibel  geschädigtes Gewebe vor einer irreversiblen Schädigung zu bewahren. Somit hängt 

eine erfolgreiche Behandlung von einer frühzeitigen Diagnostik und der schnellen Entscheidung für 

oder gegen eine revaskularisierende Therapie ab. Der ischämische Schlaganfall  ist damit auch 

immer ein Notfall. 
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Therapie    

Der Fokus der Akuttherapie eines ischämischen Ereignisses liegt zum einen auf der Einschätzung 

einer  möglichen  Revaskularisierung  des  betroffenen  Gefäßes,  sowie  zum  anderen  auf  dem 

engmaschigen Monitoring des neurologischen Status und der Vitalfunktionen. 

Die  Revaskularisierung  mittels  Thrombolyse  durch  den  rekombinanten  Gewebeplasminogen 

Aktivator  (rt-PA)  ist  seit  1996  in  den  USA und  seit  2002  in  Europa  für  den  ischämischen 

Schlaganfall zugelassen (Wardlaw et al. 2012). Bisher gilt diese Zulassung allerdings nur für ein 

Zeitfenster von 3 Stunden nach Beginn der Symptomatik. In den deutschen Leitlinien ist gemäß 

signifikanten Befunden der ECASS 3 Studie  (Hacke et al. 2008)  bereits ein Zeitfenster bis 4,5 

Stunden empfohlen (Diener 2012). Eine Verlängerung auf 6 Stunden (Wardlaw et al. 2012) bzw. 8 

Stunden  (Janjua  2012)  wird  aktuell  diskutiert. Dennoch  handelt  es  sich  um  ein  sehr  enges 

Zeitfenster.  Zudem  muss  die  Indikation  der  Thrombolyse  streng  gestellt  werden.  Aus  diesen 

Gründen kommt sie letztlich in den USA bei nur weniger als 5 % der Patient*innen mit  einem 

ischämischen Schlaganfall zum Einsatz (Kleindorfer et al. 2004; Adeoye et al. 2011).

Alternativ  werden  zunehmend  auch  endovaskuläre  mechanische  Rekanalisationsmethoden 

entwickelt  und  angewandt  (Taqi  et  al.  2012). Allerdings  konnte  bisher  keine  eindeutige 

Überlegenheit  gegenüber  der  systemischen  Lyse  mit  rt-PA gezeigt  werden  (Zahuranec  und 

Majersik  2012). Vor  allem in  der  Akutphase  ist  eine  intensivmedizinische  Betreuung  in  einem 

spezialisierten Umfeld von großer Bedeutung. Es ist gezeigt worden, dass die Behandlung eines 

Schlaganfalls in sogenannten Stroke Units, das Outcome signifikant verbessert (Langhorne et al. 

1993; Donnan et al. 2008).

Ein besonderer Fokus liegt darüber hinaus auf der Schlaganfallprävention. Dabei wird zwischen 

der primären und der sekundären Prävention unterschieden. Die Primärprävention hat zum Ziel, 

das Risiko eines initialen Schlaganfallereignisses zu reduzieren. Dies geschieht vor allem durch 

die Reduktion von Risikofaktoren. Dabei steht das therapeutische Management von Hypertension, 

Hypercholesterinämie, Nikotinabusus und kardialen Störungen, wie z.B. des Vorhofflimmerns, im 
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Vordergrund (Endres et al. 2011). 

Die Sekundärprävention dient  der  Risikoreduktion,  einen Rezidivschlaganfall  zu erleiden.  Dazu 

zählt  auch  die  Prävention  eines  Schlaganfallereignisses  nach  einer  TIA  (Rothwell,  Algra  und 

Amarenco 2011). Denn in den ersten 90 Tagen nach einer TIA ist das Risiko für weitere Ereignisse 

besonders hoch  (Giles und Rothwell 2007).  Seit 1978 haben die therapeutischen Möglichkeiten 

einer erfolgreichen Sekundärprävention deutlich zugenommen (Donnan et al. 2008). Bereits in der 

Akutphase  liegt  ein  Fokus  auf  dem  frühen  Beginn  einer  Sekundärprävention.  Die 

Wahrscheinlichkeit,  einen  erneuten  Schlaganfall  nach  einem  initialen  Ereignis  zu  erleiden,  ist 

jedoch aufgrund der heterogenen Studienlage nicht sicher zu bestimmen (Mohan et al. 2011). Die 

akute  Sekundärprävention  beinhaltet  den  Einsatz  von  Thrombozytenfunktionshemmern,  die 

Behandlung der Hyperlipidämie, die orale Antikoagulation bei Vorhofflimmern und die Behandlung 

der  Hypertonie  (Diener  2012).  Sie  wird  von  einer  Langzeitprävention  unterschieden,  zu  der 

insbesondere rehabilitative Maßnahmen zählen. Trotz deutlicher Fortschritte des medikamentösen 

Schlaganfall-Managements liegt ein Schwerpunkt  nachwievor auf  dem frühen und spezifischen 

Beginn  der  Rehabilitation  von  funktionellen  Einschränkungen.  Diese  betreffen  meistens  das 

motorische  System  und  kognitive  Fähigkeiten  (Langhorne,  Sandercock  und  Prasad  2009; 

Langhorne, Bernhardt und Kwakkel 2011).

Zusammenfassend  ist  der  ischämische  Schlaganfall  von  enormer  epidemiologischer  und 

sozioökonomischer Relevanz. Trotz zunehmender Forschungsaktivitäten und der Entwicklung und 

Verbesserung therapeutischer  Strategien,  stellt  die Thrombolyse  bisher  die einzige spezifische 

Akuttherapie  dar.  Dabei  ist  ein  frühzeitiger  Beginn  des  Schlaganfall-Managements  die 

Grundvoraussetzung  für  ein  verbessertes  Outcome.  Bisher  sind  aus  klinischen  Studien  keine 

Therapeutika bekannt, die bei Gabe zu einem subakuten Zeitpunkt eine neuroprotektive Wirkung 

zeigen. Damit besteht ein Missverhältnis zwischen der Bedeutung des ischämischen Schlaganfalls 

und den begrenzten Therapieoptionen, die bisher zur Verfügung stehen. Weitere Forschung ist in 

diesem Bereich daher unabdingbar.
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1.2 Das experimentelle Modell der MCAo

Die  Schlaganfallforschung  stützt  sich  auf  in  vivo und  in  vitro  Modelle.  Letztere  können 

beispielsweise  die  Sauerstoff-  sowie  die  Glukosedeprivation  als  auch  inflammatorische 

Aktivierungen  nachstellen.  Für  viele  Fragestellungen  gibt  es  jedoch  keine  methodischen 

Alternativen  zu  tierexperimentellen  in  vivo  Modellen.  Dabei  liegt  der  Fokus  insbesondere  auf 

Ratten und Mäusen, da sie vergleichsweise einfach zu handhaben sind und gut für genetische 

Fragestellungen  geeignet  sind.  Außerdem  liegen  für  Ratten  und  Mäuse  reproduzierbare 

Ergebnisse in funktionellen Modellen vor. Natürlich ist jedoch die Translation von Erkenntnissen, 

die in Tiermodellen gewonnen wurden, auf den menschlichen Organismus nicht ohne Vorbehalt 

und Einschränkungen möglich. 

Ein inzwischen weit verbreitetes Modell zur Erforschung des ischämischen Schlaganfalls ist die 

sogenannte „Middle Cerebral Artery occlusion“ (MCAo). Sie imitiert  einen Verschluss der MCA, 

welches wie oben beschrieben die häufigste Ursache für den ischämischen Schlaganfall ist. Dabei 

unterscheiden  sich  zum  einen  Modelle,  die  einen  transienten  bzw.  permanenten  Verschluss 

hervorrufen. In jede dieser Kategorien fallen zum anderen wiederum verschiedene Methoden, die 

verwendet werden können  (Liu und McCullough 2011; Krafft et al. 2012). Um einen transienten 

fokalen Infarkt zu modellieren, wird am häufigsten die intraluminale MCAo verwendet, welche vor 

bereits mehr als 20 Jahren von Koizumi et al. beschrieben worden ist (Nishigaya et al. 1991). Bei 

30-minütiger  Okklusion  der  MCA führt  diese  Methode  zu  einem  reproduzierbaren  isolierten 

striatalen Infarkt der betroffenen Hemisphäre (s. Abb. 1.3). Eine detailierte Beschreibung folgt im 

methodischen Teil. 
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung eines striatalen Infarkts nach 30 minütiger MCAo. Der Infarkt befindet 

sich in der linken Hemisphäre.   

1.3 Die exofokale post-ischämische neuronale Degeneration in der Substantia nigra

Neben  dem  primären  neuronalen  Schaden  im  Ischämiegebiet  kann  es  zu  einer  sekundären 

neuronalen Degeneration in Strukturen kommen, die nicht von dem betroffenen Gefäß versorgt 

werden, jedoch neuronale Verbindungen dahin aufweisen. Dieses Phänomen wird als exofokale 

postischämische neuronale Degeneration (EPND) bezeichnet (Nagasawa und Kogure 1990). 

Die  funktionelle  Beeinträchtigung  einer  primär  unbeschädigten  Hirnregion,  die  jedoch  über 

neuronale Verbindungen eng mit einem Gebiet einer primären Hirnläsion assoziiert ist, wurde 1906 

erstmals als „Diaschisis“ beschrieben  (von Monakow 1906). Die Art der primären Läsion ist bei 

dieser  Beschreibung  jedoch  unspezifisch  und  die  funktionellen  Erscheinungen  sind  nicht 

notwendigerweise an eine permanente Zelldegeneration gebunden.  Die Diaschisis  geht  jedoch 

immer  mit  einer  Beeinträchtigung  der  verbindenden  Nervenbahnen  einher  (Meyer,  Obara  und 

Muramatsu 1993). Typischerweise tritt sie später als das initiale Ereignis auf und ist damit sowohl 

exofokal als auch zeitlich verschoben (engl. delayed). 
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Bekanntermaßen führt ein isolierter striataler Infarkt zu exofokalen späten Zellveränderungen im 

Thalamus und Hippocampus, in der Substantia nigra und unter Umständen sogar im Rückenmark 

(Block,  Dihné und Loos 2005). Diese Regionen stehen mit  dem Striatum in  enger neuronaler 

Verbindung, sind jedoch nicht von der Versorgung durch die MCA abhängig. Es ist bisher jedoch 

nur unzureichend bekannt, inwiefern diese Läsionen spezifisch für funktionelle postischämische 

Beschwerden verantwortlich sind. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich mich mit dem Phänomen der EPND befasst. Dabei stand die 

Assoziation  zwischen  einer  primären  striatalen  Läsion  nach  Verschluss  der  MCA mit  einer 

sekundären Läsion in der ipsilateralen Substantia nigra (SN) im Fokus der Untersuchung. Das 

Striatum wird von den Arteriae lenticulostriatae, Endästen der MCA, versorgt. Die SN hingegen 

erhält ihre Blutversorgung über die Arteria cerebri posterior. Durch die Methode der MCAo ist es 

nicht  möglich,  einen  relevanten  Verschluss  der  Arteria  cerebri  posterior  herbeizuführen.  Der 

zerebrale Blutfluß im Bereich der SN ist nach MCAo nicht eingeschränkt. Es gibt sogar Hinweise, 

dass es dort  vielmehr zu einer Hyperperfusion kommt  (Tamura et  al.  1981).  Striatum und SN 

stehen jedoch über ein dichtes neuronales Netzwerk in Verbindung (Benninghoff und Drenckhahn 

2004).

Striatum und Substantia nigra: Anatomie und Funktion 

Die SN ist eine Struktur im Mittelhirn. Sie gilt als wichtigster Syntheseort von Dopamin im Gehirn 

(Tritsch und Sabatini 2012). Dabei entsendet sie unter anderem dopaminerge Projektionen in das 

Striatum, während dieses wiederum GABAerge Neuronen in die SN projiziert (Scimeca und Badre 

2012). Gemeinsam mit der SN bildet das Striatum eine wichtige funktionelle Einheit im Rahmen 

der  extrapyramidalen  motorischen  Regulation.  Dabei  werden  sie  klassischerweise  zu  den 

subkortikal  gelegenen  Basalganglien  gezählt.  Außerdem  steht  die  SN  über  dopaminerge 

Projektionen funktionell mit dem limbischen System in Verbindung (s. Abb. 1.4).

Die SN wird anatomisch in die Pars compacta (SNc) und die Pars reticularis (SNr) gegliedert. Die 
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SNc steht in engem Zusammenhang zur Area tegmentalis ventralis (VTA). Beide synthetisieren 

Dopamin.  Die  SNr  dagegen  ist  eng  mit  dem  Pallidum  mediale  assoziiert,  welche  zusammen 

überwiegend GABA ausschütten (Benninghoff und Drenckhahn 2004; Zhou und Lee 2011). 

SNc und SNr unterscheiden sich sowohl funktionell als auch in ihrem histologischen Aufbau. Die 

dopaminergen Neurone der SNc erhalten vor allem GABAerge Projektionen, die zum größten Teil 

aus  dem  Striatum  stammen.  Sie  exprimieren  sowohl  GABA-A als  auch  GABA-B-Rezeptoren. 

Dabei  haben  GABA-B-Projektionen  vor  allem  eine  modulierende  Wirkung  auf  GABA-A 

Projektionen (Tepper und Lee 2007). Darüber hinaus erhält die SNc Afferenzen, die über Substanz 

P  verfügen  (Bolam  und  Smith  1990). Wie  neue  Befunde  zeigen,  ist  auch  Glutamat  ein 

Neurotransmitter, der ausgehend vom Kortex und dem Nucleus subthalamicus die SNc erreicht 

(Watabe-Uchida et al. 2012). 

Die  Efferenzen  der  SNc  sind  dopaminerg,  welche  insbesondere  ins  Striatum projizieren.  Dort 

werden  D1  und  D2  Rezeptoren  unterschieden.  Striatale  GABAerge  Neurone,  welche  D1 

Rezeptoren exprimieren, stehen mit dem direkten Weg, D2 Rezeptoren mit dem indirekten Weg 

der Basalganglienschleife in Verbindung (Gerfen und Surmeier 2011).

Die SNr ist zusammen mit dem Pallidum internum die wichtigste „Outputstation“ der Basalganglien. 

Diese Funktion erfüllen sie über GABAerge Efferenzen. Diese Neurone wiederum erhalten ihren 

Input  von GABAergen Projektionen aus dem Striatum und Globus pallidus einerseits  und aus 

glutamatergen Projektionen des Nucleus subthalamicus andererseits (Zhou und Lee 2011).
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Abb. 1.4: Vereinfachte Darstellung der internukleären neuronalen Verbindungen der Basalganglienschleifen 

(A),  sowie  der  afferenten  und  efferenten  Verbindungen der  SN (B).  GP:  Globus pallidus;  Gpe:  Globus 

pallidus externus; Gpi: Globus pallidus internus; STN: Nucleus subthalamicus; SN: Substantia nigra; SNc: 

Substantia  nigra  compacta;  SNr:  Substantia  nigra  reticularis.  Vereinfachte Darstellung  nach Gerfen  und 

Surmeier 2011; Zhou und Lee 2011; Scimeca und Badre 2012. 

Diese anatomischen Verbindungen verdeutlichen die Bedeutung der SN. Im Mausmodell zeigten 

Kronenberg et al., dass es zu einer EPND dopaminerger Neurone in der SNc nach 30-minütiger 

MCAo kommt. Bei linksseitiger, jedoch nicht rechtsseitiger, MCAo entwickelten die Tiere nach 14 

Wochen einen anhedonischen, ängstlichen und hilflosen Phänotyp. Dies könnte darauf hinweisen, 
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dass die EPND in der SN an der Entstehung der Post-Stroke Depression (PSD) ursächlich beteiligt 

ist (Kronenberg et al. 2012). Mit bis zu 54% ist die PSD die häufigste psychiatrische Komplikation 

nach ischämischem Schlaganfall  und geht mit  einer deutlichen Verschlechterung der Prognose 

einher  (Kotila et al. 1998; Kronenberg, Katchanov und Endres 2006). Auch für die Ätiologie des 

vaskulären Parkinsonsyndroms (VP) könnte die EPND der SN von ausschlaggebender Bedeutung 

sein  (Soriano et  al.  1997).  Hierbei  handelt  es sich  um die  häufigste hypokinetische Form der 

Bewegungsstörung  nach  einem  Schlaganfall  (Handley  et  al.  2009). Tierexperimentell  gibt  es 

Hinweise, dass dopamin-abhängige Bewegungsstörungen nach einem striatalen Infarkt auftreten 

(Borlongan et al. 1995). 

Um aber zu verstehen, ob diese postischämischen Veränderungen in der SN mit  funktionellen 

Einschränkungen  einhergehen  und  ob  sie  für  therapeutische  Interventionen  zugänglich  sein 

könnten, sind weitere grundlegende Studien erforderlich (Zhang et al. 2012).

Zudem gibt es im Mausmodell bislang keine Studie, die sowohl den bildgebenden als auch den 

histopathologischen  Verlauf  der  nigralen  EPND  über  den  Zeitraum  von  vier  Wochen  nach 

Reperfusion charakterisiert.

1.4 Therapeutische Intervention im Schlaganfall Modell 

Kronenberg et al. konnten im Mausmodell erstmals zeigen, dass ein subakut applizierter Selektiver 

Serotonin-Reuptake-Inhibitor (SSRI) nach MCAo einen neuroprotektiven Effekt auf die EPND in 

der  ipsilateralen  SN  zeigt.  Zudem  zeigte  sich  in  ihren  Studien  ein  verbessertes  funktionelles 

Outcome (Kronenberg et al. 2012). 

Weitere subakut wirksame Neuroprotektiva sind für das Phänomen der EPND in der SN bisher 

nicht bekannt. Dies mag auch an einem noch unzureichenden Verständnis der Mechanismen der 

EPND liegen. In einem Review von 2005 stellten Block, Dihné und Loos die Bedeutung sowohl 
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eines exzitatorischen als auch eines inflammatorischen Mechanismus für  die EPND in der SN 

heraus (Block, Dihné, and Loos 2005).

Vielversprechende Substanzen, die in diese Mechanismen jeweils eingreifen, sind zum einen das 

Anti-Inflammativum Tacrolimus  (FK506)  sowie  das  anti-exzitotoxisch  wirksame  Dizocilpin  (MK-

801). Genauer handelt es sich (1) bei FK506 um einen Calcineurin-Inhibitor und (2) bei MK-801 um 

einen NMDA-Rezeptor-Antagonist. 

(1)  Ein inflammatorisches Geschehen findet im Bereich der primären ischämischen Läsion statt. 

Ob die postischämische Inflammation eine schädigende oder eine protektive Wirkung hat, ist nicht 

eindeutig. Dirnagl beschreibt diese Ambivalenz als sog. Janus-Effekt (Dirnagl 2004). Der Effekt 

hängt zum einen von dem Zeitpunkt nach Ischämie ab (Amantea et al. 2009), zum anderen davon, 

um welche Komponente des Immunsystem es sich  handelt.  Es werden in  der Regel  zelluläre 

Bestandteile  (z.B.  Mikroglia,  Astrozyten,  Lymphozyten,  Makrophagen)  von  löslichen  Zytokinen 

(z.B. Il-1,  Il-6,  TNFα) unterschieden (Stoll,  Jander und Schroeter 1998; Lambertsen, Biber und 

Finsen 2012). 

Auch in sekundären Läsionen finden sich deutliche Hinweise auf eine Beteiligung von Mikroglia 

und Astrozyten sowie inflammatorische Zytokine, insbesondere TNF-α und IL-6 (Block, Dihné, und 

Loos 2005). Eine Aktivierung von Mikroglia in der SN wurde im Rattenmodell am Tag 3 und Tag 7 

nach striataler Ischämie beobachtet; GFAP-positive Astrozyten treten hingegen erst am Tag 7 auf 

(Dihné und Block 2001; Loos, Dihné und Block 2003). Ab Tag 3 tritt zudem eine Erhöhung des 

Zytokins  TNFα  auf  (Loos,  Dihné  und  Block  2003).  Es  gibt  Hinweise,  dass  TNFα  an  der 

Neurodegeneration beteiligt  ist  (Block et al. 2004). Il-6 hingegen, welches an Tag 3 und Tag 7 

erhöht auftritt, scheint einen neuroprotektiven Effekt zu haben (Dihné und Block 2001; Suzuki et al. 

1999; Suzuki, Tanaka und Suzuki 2009). Gertz et al. konnten zeigen, dass eine Hochregulierung 

von Il-6 nach Infarkt die Angiogenese im betroffenen Gebiet fördert,  und somit einen positiven 

Langzeiteffekt aufweist (Gertz et al. 2012).

Tacrolimus  (FK506)  ist  ein  etabliertes  Immunsuppressivum  aus  der  Gruppe  der  Calcineurin-

Inhibitoren.  Damit  greift  es  vor  allem  in  die  Aktivierung  von  T-Zellen  ein  und  somit  in  die 
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Freisetzung  von  Zytokinen.  Klinische  Anwendung  findet  es  dabei  bisher  vor  allem  in  der 

Transplantationsmedizin (Macleod et al. 2005). 

(2)  Exzitotoxische Mechanismen spielen in  der  primären Ischämieläsion bekanntermaßen eine 

entscheidende  Rolle:  durch  die  Mangelversorgung  kommt  es  zu  einer  Dysregulation  der 

Membranpotentiale und damit  zu einem Glutamat-  und Calciumüberschuss, was schließlich zu 

einem Zellödem und zum Zelluntergang führt (Dirnagl, Iadecola und Moskowitz 1999; Moskowitz, 

Lo und Iadecola 2010). 

Auch  in  der  sekundären  Läsion  finden  sich  Hinweise  auf  eine  Beteiligung  exzitotoxischer 

Schädigung. Untersuchungen mit anti-exzitotoxischen Substanzen führten zu einer verminderten 

neuronalen Degeneration in der SN (Saji und Reis 1987; Saji et al. 1994; Saji, Blau und Volpe 

1996). 

Sowohl Tacrolimus als auch Dizocilpin zeigten im Tierexperiment bei akuter Gabe nach primärer 

Ischämie eine protektive Wirkung. Und auch in der sekundären Läsion konnte ein verminderter 

neuronaler Zellverlust nach akuter Gabe der jeweiligen Substanz gezeigt werden. Dabei ist jedoch 

zu bedenken, dass der Effekt auf die sekundäre Läsion nicht ohne Weiteres unabhängig von dem 

Effekt auf die primäre Läsion betrachtet werden kann. 

Für die subakute Gabe dieser Substanzen gibt es bisher keine Untersuchungen. Wir wählten für 

unsere Untersuchungen als Beginn der Applikation einen deutlich späteren Zeitpunkt als in bisher 

veröffentlichten Studien.  Erst,  wenn bereits  magnetresonanztomographische Veränderungen im 

Bereich der SN sichtbar würden, sollte die therapeutische Intervention mit FK506 bzw. MK-801 

beginnen. 

Zusammenfassend sollte in den vorliegenden Studien die EPND in der SN nach striataler Ischämie 

im  Mausmodell  sowohl  magnetresonanztomographisch  als  auch  histologisch  charakterisiert 

werden.  Darüber  hinaus  sollte  zur  Exploration  zugrunde  liegender  Mechanismen  untersucht 

werden, ob das etablierte antiinflammatorische Neuroprotektivum Tacrolimus sowie Dizocilpin, das 
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primär über einen anti-exzitotoxischen Mechanismus wirkt, einen neuroprotektiven Effekt auf die 

EPND  zeigen.  Die  Applikation  begann  erst  bei  sichtbarer  magnetresonanztomographischer 

Veränderung, um zu untersuchen, ob sie insbesondere nach spätem Applikationszeitpunkt einen 

neuroprotekiven Effekt zeigen. 

Zur Bearbeitung der Fragestellungen wurden folgende Experimente durchgeführt: Erstens wurde 

eine Gruppe (n=10)  von  männlichen SV-Mäusen an Tag 1,  4,  5,  7,  14,  21 und 28 nach 30-

minütiger MCAo mittels T2- und DWI-Sequenz im MRT gemessen. Zweitens wurde jeweils eine 

Gruppe (n=10)  von männlichen SV-Mäusen an Tag 4,  7,  14 und 28 nach 30-minütiger MCAo 

histologisch auf NeuN-, TH- und Iba1- positive Zellen in der SN untersucht. Drittens erhielt jeweils 

eine Gruppe (n=10) von Tag 5 bis Tag 28 nach 30-minütiger MCAo entweder 1 mg/kg KG MK-801 

i.p. oder 1 mg/kg KG FK506 i.p.; die jeweiligen Kontrollgruppen erhielten dabei das Vehikel. 
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2 Zielstellung  

Ein primärer ischämischer Infarkt im Striatum kann zur sekundären exofokalen postischämischen 

neuronalen Degeneration (EPND) in der ipsilateralen SN führen. Obwohl es gute Hinweise gibt,  

dass  die  EPND  in  der  SN  an  funktionellen  Schädigungen  ursächlich  beteiligt  ist,  sind  die 

Mechanismen bisher unklar. Die folgenden Untersuchungen sollten zum einen dazu dienen, den 

dynamischen  Verlauf  der  EPND  über  28  Tage  nach  30-minütiger  MCAo  im  Mausmodell  zu 

charakterisieren: (1) Bildgebend sollten die magnetresonanztomographischen Veränderungen im 

Mittelhirn  in  T2-  und  DWI-Wichtung  dargestellt  werden.  (2)  Histopathologisch  sollten  die 

Veränderungen von neuronalen, dopaminergen und inflammatorischen Zellpopulationen in der SN 

untersucht werden. Dabei stand insbesondere die Frage im Fokus, ob die bildgebenden Verfahren 

eine neuronale Degeneration in der SN antizipieren könnten, d.h. bereits vor einer tatsächlichen 

Veränderung die sekundäre Schädigung feststellen können.  Zum anderen sollte  (3)  nach dem 

Auftreten einer bildgebenden Veränderung der Effekt einer subakuten therapeutischen Intervention 

mit der anti-exzitotoxischen Substanz MK-801 und der anti-inflammatorischen Substanz FK506 auf 

die EPND in der SN exploriert werden.  
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3 Material und Methodik

3.1 Tiere und Tierhaltung 

Alle  Tierexperimente  wurden  unter  strenger  Einhaltung  der  gesetzlichen  Tierschutzrichtlinien 

durchgeführt  und  sind  im  Tierversuchsvorhaben  G0383/09  am  08.03.2010  vom  Berliner 

Landesamt für Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt worden. 

Für die Versuche wurden männliche SV129 Wildtypmäuse (8 – 12 Wochen alt) des Bundesinstituts 

für Risikobewertung (BfR) Berlin verwendet. Während der gesamten Experimentdauer von bis zu 

28 Tagen hatten alle Tiere ad libitum Zugriff auf Futter und Wasser. Der Tag-Nacht-Rhythmus war 

durch alternierende Lichtverhältnisse standardisiert, wobei die Tagphase von 07:00 Uhr bis 19:00 

Uhr dauerte. Die Raumtemperatur wurde bei 22±2°C und die Luftfeuchtigkeit bei 50% gehalten. 

Den Tieren wurde jeweils mindestens eine Woche vor Experimentbeginn eine Gewöhnungsphase 

an die neue Umgebung eingeräumt.

3.2 Induktion des ischämischen Schlaganfalls im Mediastromgebiet 

Das  folgende  operative  Verfahren  wurde  mittels  geeigneter  Operationsinstrumente  von  Fine-

Science-Tools® durchgeführt. Es wurde das sog. Fadenokklusions-Modell  verwendet, um einen 

ischämischen Schlaganfall  im Versorgungsgebiet der linken Arteria cerebri media zu induzieren 

(MCAo)  (Endres  und  Dirnagl  2002). Dabei  ermöglicht  das  Modell,  die  Ischämiezeit  genau  zu 

kontrollieren.  Insbesondere  das  Modell  der  30-minütigen  transienten  Ischämie  ist  in  der 

Arbeitsgruppe Endres sehr gut etabliert (s. Abb. 3.1). Durch die Reperfusion nach 30 Minuten wird 

ein isolierter  primärer Infarkt des ipsilateralen Striatums hervorgerufen (Katchanov et  al.  2003; 

Winter et al. 2004).

Der Eingriff zur Provokation der Ischämie dauerte jeweils weniger als 10 Minuten, der Eingriff zur 
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Herstellung  der  Reperfusion  weniger  als  5  Minuten.  Während beider  Eingriffe  wurde  das Tier 

mittels einer Inhalationsnarkose anästhesiert. Das Gasgemisch wurde über eine Maske zugeführt. 

Die Tiere atmeten spontan. Die Narkose wurde mit 1,5 bis 2% Isofluran in 70% N2O und 30% O2 

mittels eines Vaporisators induziert und bei 1% Isofluran durchgeführt. Während der Ischämiezeit 

wurde das Tier  ohne Narkose in  einen Wärmekäfig gelegt,  um eine zu lange Narkosezeit  zu 

verhindern. 

Die Körpertemperatur der Tiere wurde während der Operation über eine rektale Temperatursonde 

und einem sich anschließenden Rückkopplungssystem auf einem Wärmekissen bei 37°+-0,5°C 

konstant gehalten.

Die Tiere wurden während der OP auf dem Rücken gelagert und fixiert. Zu Beginn der OP wurde 

durch einen medianen Hautschnitt der Halsbereich der Maus eröffnet,  dann wurde die paarige 

Schilddrüse stumpf dargestellt, um eine freie Sicht auf die Trachea zu gewährleisten. Durch die 

Entfernung von Binde-  und  Fettgewebe erfolgte  die  Darstellung der  Arteria  carotis  communis, 

Arteria  carotis  externa  und  Arteria  carotis  interna  sowie  der  Karotisbifurkation.  Zuerst  wurde 

vorsichtig  der  mit  der  Arteria  carotis  communis kranial  verlaufende Nervus vagus stumpf  vom 

Gefäß getrennt, um die Arterie danach proximal mit einer Gefäßligatur zu verschließen. Ebenso 

wurde die Arteria carotis externa mittels einer Ligatur verschlossen. An der Arteria carotis interna 

wurde dann eine Ligatur vorbereitet. Distal der vorbereiteten Gefäßligatur wurde ein Mikrogefäßclip 

angebracht. Anschließend wurde die Arteria carotis communis proximal der Karotisbifurkation und 

distal der verschließenden Gefäßligatur eingeschnitten. Über diese Öffnung wurde das Filament, 

ein  silikonbeschichteter,  11  mm  langer,  0,5  mm durchmessender  Seidenfaden  8.0  (Suprama, 

Germany) in die Arteria carotis interna eingeführt. 

Das  Filament  wurde  dabei  zunächst  nur  bis  zu  dem  festsitzenden  Gefäßclip  in  die  Arterie 

vorgeschoben.  Danach  wurde  der  Gefäßclip  geöffnet  und  zeitgleich  das  schon  vorplatzierte 

Filament weiter in die Arteria carotis interna vorgeführt. Dabei musste unter Sichtkontrolle darauf 

geachtet  werden,  dass  das Filament  nicht  fälschlicherweise  in  der  Arteria  pterygopalatina,  die 

weiter distal ebenfalls aus der Arteria carotis interna entspringt, zu liegen kommt. Im Anschluss 

wurde die Arteria carotis interna legiert, um das Filament in seiner Position zu fixieren. 
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Die Spitze des Filaments befand sich nun bei regelrechter Operation im A1-Segment der Arteria 

cerebri anterior und verlegte damit das M1-Segment der Arteria cerebri media und die Arteriae 

choroideae anteriores.  Es  entstand somit  eine Ischämie im Mediastromgebiet,  jedoch nicht  im 

Anteriorstromgebiet. Der regionale Blutstrom wurde mittels einer flexiblen Sonde und einem Laser-

Doppler (Perimed, Sweden) gemonitort.

Der  Hautverschluss  erfolgte  mittels  Einzelstichnaht,  die anschließend zum Reperfusionseingriff 

wieder geöffnet werden konnte. 

Nach 30-minütiger Ischämiezeit  wurden die Tiere erneut  kurz anästhesiert,  um das okkludierte 

Gefäß zu reperfundieren. Dazu wurde die Ligatur über der Arteria carotis interna geöffnet, das 

Filament entfernt und dieselbe Ligatur wieder zugezogen.

Um den postoperativen Wundschmerz im Gebiet des Hautschnitts am Hals zu minimieren, wurde 

vor  der  finalen  Hautnaht  ein  Xylocaingel  (Xylocain®  2%,  AstraZeneca  GmbH)  in  die  Wunde 

eingebracht.

Nach dem Eingriff verblieben die Tiere für weitere zwei Stunden im Wärmekäfig, bevor sie zurück 

in den Tierstall gebracht wurden. 

Das neurologische Defizit wurde anhand der Bederson-Kriterien (Bederson) zu den Zeitpunkten 30 

Minuten  und  24h  nach  Einsetzen  der  Ischämie  bestimmt  (0=kein  Defizit,  1=leichtes  Defizit, 

2=mäßiges Defizit, 3=schweres Defizit) (Bederson et al. 1986).
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Abb. 3.1:  Schematische Darstellung der anatomischen Verhältnisse bei der intraluminalen 

MCAo im Gefäßsystem der Maus (Ansicht von unten). 

3.3 Bildgebung und Auswertung

Die  MRT-Messungen  wurden  an  einem Bruker  7  Tesla  Scanner  (70  ⁄  16AS,  Bruker  BioSpin, 

Ettlingen, Germany) mit einem 16 cm durchmessenden Magneten und einem 9 cm abgeschirmten 

Gradienten mit einer H-resonance-frequency von 300 MHz und einer maximalen Gradientenstärke 

von 300 mT/m durchgeführt. Es wurden sowohl eine Mauskopfspule (Bruker, 20 mm, RF coil) als 

auch eine Oberflächenspule (Bruker,  72-mm-Volumenresonator  zur  Transmission und eine 1H-

Phased-Array  surface  coil)  verwendet.  Die  Daten  wurden  mit  der  Software  Paravision  4.0 

prozessiert.  

Während der Untersuchung wurden die Tiere auf einem MRT-kompatiblen Heizkissen platziert, um 

ihre  Körpertemperatur  bei  37°C  konstant  zu  halten.  Sie  wurden  zu  Beginn  mit  3%  und  zur 

Aufrechterhaltung mit 1,5-2% Isofluran (Forene, Abbot, Wiesbaden, Germany) anästhesiert. Das 

Isofluran  wurde  in  einem  Sauerstoff/Stickstoff-Gemisch  mittels  einer  Beatmungsapparatur 
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zugeführt. Dabei wurde die Atmung während des gesamten Messvorgangs monitorisiert (Small 

Animal  Monitoring  &  Gating  System,  SA Instruments,  Stony  Brook,  New York,  USA),  um die 

Inhalationsnarkose ggf. anzupassen. Die Untersuchungszeit für eine Maus inklusive Lagerung im 

und Herausnehmen aus dem MRT-Gerät betrug ca. 15 min bei alleiniger T2-Messung und ca. 45 

min bei zusätzlicher T2-map- und DWI-Messung.

Zur Bildgebung wurden die T2-, T2map und DWI-Sequenz angewandt mit den entsprechenden 

Einstellungen:

T2-Sequenz: TR: 4059 ms; TE: 36 ms; RARE factor 8; 4 averages; 35 axial slices; slice thickness: 

0.5 mm; FOV: 2.85 x 2.85 cm; matrix: 256 x 256.

T2map: TR: 2000 ms; TE: 20 ms; 2 averages; 5 slices ; slice thickness: 0,5 mm; FOV: 2,50 x 2,50 

cm; matrix 256 x 256.

DWI: TR: 3000 ms; TE: 35 ms; 1 average; 5 slices; slice thickness: 1 mm; FOV 2,80 x 2,80 cm; 

matrix 128 x 128; 1 diffusion direction; diffusion duration: 7 ms; diffusion separation: 14 ms; max b 

value: 3263,5 s/mm²; b value per direction: 0 - 1300 s/mm².

Die T2-Messung wurde auf das gesamte Mausgehirn von Bulbus olfactorius bis zum  Zerebellum 

angewandt,  zum  einen  zur  Quantifizierung  des  Schlaganfallvolumens  24h  nach  MCAo,  zum 

anderen  zur  Lokalisierung  der  Substantia  nigra  im  Mesencephalon  an  den  nachfolgenden 

Zeitpunkten nach MCAo. Die DWI- und T2map-Sequenzen wurde ausschließlich auf die Region 

des Mittelhirns angewandt.   

Die volumetrische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms Analyze 5.0 (AnalyzeDirect, Inc.; 

Lenexa USA). Die Auswertung der DWI- und T2map- Bilder zur Berechnung des respektiven ADC- 

und T2-Wertes erfolgte mithilfe entsprechender Matlab-Scripte.

Die Anzahl der Tiere, die für die quantitative MRT-Analyse verwendet werden konnte, variiert. Dies 

liegt an Bewegungsartefakten, die eine genaue Messung verhinderten. Wir gehen nicht davon aus, 

dass diese zufälligen Artefakte einen systematischen Bias unserer Daten hervorgerufen haben. 
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3.4 Organentnahme

Zur Organgewinnung wurden die Tiere zunächst mit einer Überdosis Thiopental (Thiopental Inresa 

als 0,5 g Trockensubstanz mit dem Wirkstoff Thiopental-Natrium bei 4°C gelagert) narkotisiert, um 

sie anschließend transkardial mit 20 ml NaCl (0,9%) und 20 ml Paraformaldehyd (4% in 0,1 mol/l  

Phosphatpuffer)  zu perfundieren.  Daraufhin  wurde das entsprechende Tier  dekapitiert  und das 

Gehirn  vorsichtig  aus  dem  Schädel  präpariert.  Dieses  wurde  zunächst  über  48h  bei  4°C  in 

Paraformaldehyd  postfixiert  und  danach  in  Saccharose (30% in  0,1  mol/l  Phosphatpuffer)  zur 

Dehydratation des Gewebes gelagert.  

3.5 Histologische Färbungen

Die  Gehirne  wurden  jeweils  auf  einem von  Trockeneis  gekühlten  Block  fixiert  und  mit  einem 

Mikrotom (Leica,  Bensheim,  Deutschland)  in  40  μm  dicke  Koronarschnitte  in  jeweils  240  μm 

Abstand  bzw.  480  μm Abstand kryotomiert.  Die  Schnitte  wurden  daraufhin  bei  -20°C in  einer 

kryoprotektiven Lösung (25% Ethylenglykol, 25% Glycerin, 0,05 ml/l Phosphatpuffer) gelagert. Die 

Schnitte wurden dann immunhistochemisch in einer Lösung aus TBS, 3% Donkey Serum, 0,1% 

Triton X-100 und entsprechendem Antikörper gefärbt  (Gertz et al. 2006; Katchanov et al. 2001). 

Die primären Antikörper waren jeweils: mouse anti-NeuN (1:100, Chemicon), polyclonal rabbit anti-

Iba1 (1:500; Wako, Neuss, Deutschland), sowie anti-TH (1:200, Abcam). Als sekundärer Antikörper 

wurde Donkey-Anti-Rabbit Biotin (1:125, Dianova 711-065-152) verwendet.

Die  immunhistochemischen  Färbungen  wurden  in  Kooperation  mit  Prof.  Golo  Kronenberg 

durchgeführt.
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3.6 Histologische Auswertung 

Substantia nigra

Im Bereich der Substantia nigra (Bregma – 2.80 bis -3.64) wurden jeweils die NeuN-, die TH-, 

sowie  die  Iba1-positiven  Zellen  quantifiziert.  Dazu  diente  eine  StereoInvestigator  Plattform 

(Microbrightfield,  Williston,  Vermont)  in  Verbund mit  einem Leica DMRA Mikroskop (Bensheim, 

Germany),  sowie  eine  StereoInvestigator  Software  (Microbrightfield  Europe,  Magdeburg, 

Germany). 

Auf jeweils 1 bis 3 Koronarschnitten wurde sowohl kontralateral als auch ipsilateral das Gebiet der 

SN umrandet, wodurch sich ein Wert der Fläche ergab. Dabei wurde eine niedrige Vergrößerung 

(x5) verwendet. Innerhalb dieser Umrandungen wurden bei hoher Vergrößerung (x20) alle Zellen, 

die jeweils NeuN-, TH- oder Iba1-positiv waren, ausgezählt. 

Striatum 

Die Quantifizierung der NeuN-positiven Zellen im Striatum derjenigen Tiere, die mit MK-801 oder 

FK506  oder  Vehikel  behandelt  worden  waren,  erfolgte  stereologisch.  Dazu  diente  dieselbe 

Apparatur wie bei der SN-Quantifizierung (s.o.). Auf jeweils 6 Koronarschnitten (40 μm), die sich im 

Interval  von  240  μm  (=6x40  μm)  befanden,  wurde  sowohl  das  ipsilaterale  als  auch  das 

kontralaterale Striatum des jeweiligen Tieres (Bregma 1.42 mm und -0.46 mm) ausgewertet. Für 

die  ipsilaterale  Seite  wurde  ein  Counting  Frame  width  (x)  und  height  (y)  von  jeweils  40  μm 

verwendet. Die Sampling Grid betrug sowohl in der x- als auch in der y-Achse 150 μm. Auch für 

die kontralaterale Seite wurde ein Counting Frame von 40 μm x 40 μm gewählt. Die Sampling Grid 

war hier weitmaschiger mit 300 μm x 300 μm. 
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3.7 Injektionen

Einhundertundzwanzig Stunden (5 Tage) nach MCAo wurde die Behandlung mit FK506 bzw. mit 

MK-801, welche beide bluthirnschrankengängig sind, begonnen. Zu diesem Zeitpunkt hatten die 

Tiere  ein  Gewicht  von  15-30g.  Das  jeweilige  Pharmakon  wurde  der  behandelten  Gruppe 

intraperitoneal  appliziert.  Der  Kontrollgruppe wurde  die  Trägersubstanz  (NaCl  0,9%) appliziert. 

Diese Behandlung wurde täglich bis Tag 28 durchgeführt. 

FK506 (Tacrolimus)

Es  wurde  Prograf®  von  Astellas-Pharma  Germany,  5  mg/ml  Konzentrat  pro  Ampulle  à  1  ml, 

verwendet. Die Therapiegruppe erhielt von Tag 5 bis Tag 28 nach MCAo intraperitoneal täglich 

1 mg/kg KG FK506 gelöst in 0,9% NaCl. Das Pharmakon wurde bei 4°C gelagert. 

MK-801 (Dizocilpin)

Es wurde (+)-MK-801hydrogen maleate von Sigma Aldrich Germany (Nr.: M107-50MG), 50 mg 

Trockensubstanz, verwendet. Die Therapiegruppe erhielt von Tag 5 bis Tag 28 nach MCAo i.p. 

täglich 1 mg/kg KG MK-801 gelöst in 0,9% NaCl. Das Pharmakon wurde bei 4°C gelagert. 

3.8 Statistik 

Die  Daten  wurden  als  Mittelwert  mit  zugehörigem  Standardfehler  erhoben.  Zur  statistischen 

Auswertung des Unterschieds zwischen zwei normalverteilten Gruppen wurde der unabhängige t-

Test oder bei nicht normalverteilten Gruppen der Mann Whitney U Test verwendet. Beim MRT-

Verlauf  wurde  der  repeated  ANOVA  angewendet.  Als  statistisch  signifikant  wurde  p<0,05 

betrachtet. 
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4 Ergebnisse   

4.1 Versuchsprotokoll zur Charakterisierung 

Insgesamt  wurden  5  Gruppen  von  Tieren  (jeweils  n=10)  für  die  Charakterisierung  des 

dynamischen Verlaufs verwendet. Alle Tiere wurden am Tag 0 wie oben dargestellt operiert. Die 

jeweils  kontralaterale Hemisphäre diente als Kontrolle.  An allen Gruppen wurde eine T2-MRT-

Messung  an  Tag  1  postischämisch  durchgeführt,  um  das  Vorhandensein  und  die  Größe  des 

striatalen Infarkts nachzuweisen. An Tag 4, 5, 7, 14, 21 und 28 wurde in einer Gruppe zusätzlich 

eine DWI- und T2-map-Messung durchgeführt, um den ADC- und T2-Wert zu erhalten. An Tag 4, 

7,  14,  und  28  wurden  die  Hirne  einer  jeweils  anderen  Gruppe  für  die  weitere  histologische 

Auswertung gewonnen (s. Abb. 4.1). 

Abb. 4.1: Protokoll für die Charakterisierung des dynamischen Verlaufs. Die MCAO erfolgte an Tag 

0; T2 MRT-Messungen an Tag 1; T2, T2-map, DWI-Messungen an Tag 4, 5, 7, 14, 21 bzw. 28; die 

Organgewinnung bzw. der Endpunkt erfolgte in jeweils einer Gruppe an Tag 4, 7, 14, 28. 
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4.2 Magnetresonanztomographische Charakterisierung 
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Abb 4.2: 

(A) Repräsentatives MRT in T2-

Sequenz des Striatums und 

Mittelhirns. An Tag 1 zeigt sich 

eine Hyperintensität nur im 

ipsilateralen Striatum (Pfeil), an 

Tag 4 sowohl im Striatum als 

auch in der ipsilateralen SN 

(rot). (B) Die ipsilaterale SN 

zeigt in der DWI einen 

erniedrigten ADC, in der T2-

map-Sequenz eine 

Hyperintensität (Pfeile).



Eine Gruppe männlicher SV-Mäuse (n=10) wurde nach 30-minütiger MCAo reperfundiert und am 

Tag  1,  4,  5,  7,  14,  21  und  28  postoperativ  magnetresonanztomographisch  gemessen.  Dabei 

interessierte vor allem, ob Tiere mit einem linkshemisphäriellen striatalen Infarkt Veränderungen in 

der ipsilateralen SN aufweisen. Weiterhin interessierte, wann die Veränderungen auftreten und wie 

lange  diese  bestehen.  Alle  Tiere,  die  im  Verlauf  weiterbeobachtet  wurden,  zeigten  einen 

ipsilateralen striatalen Infarkt (s. Abb. 4.2). In der SN-Region zeigte sich am ersten Tag weder in 

der T2- gewichteten noch in der DWI-Messung ein Unterschied zwischen der ipsilateralen und der 

kontralateralen Seite.  An Tag 4 wurde  bei  allen Tieren im Bereich der  ipsilateralen SN in den 

jeweiligen T2- und in den DWI-Messungen eine Hyperintensität sichtbar.

Hierbei  zeigte  sich  quantitativ  ein  signifikanter  Unterschied zwischen der  ipsilateralen und der 

kontralateralen  SN.  Der  T2-Wert  war  an  Tag  4  mit  33,1±2,4ms  ipsilateral  im  Vergleich  zu 

28,0±1,6ms  kontralateral  signifikant  erhöht  (p<0,05),  der  ADC-Wert  mit  4,8±0,3  x10‾4  mm²/s 

ipsilateral  im Vergleich zu 6,3±0,2 x10‾4  mm²/s kontralateral erndiedrigt (p<0,001). Auch an Tag 5 

und Tag 7 konnten diese Unterschiede zwischen der ipsilateralen und der kontralateralen SN in 

signifikantem Maß verzeichnet werden (s. Abb. 4.3 und Abb. 4.4). 

Zu  allen  späteren  Zeitpunkten,  also  an  Tag  14,  21  und  28  stellte  sich  qualitativ  keine 

Hyperintensität  dar.  Es  zeigte  sich  in  der  quantitativen  Auswertung  weder  eine  signifikante 

Erhöhung  des  T2-Werts,  noch  eine  signifikante  Erniedrigung  des  ADC-Werts.  Aufgrund  einer 

Normalisierung  des  T2-Werts  an  Tag  21,  erfolgte  zum  Zeitpunkt  28  keine  erneute  T2-Map 

Messung. Dadurch wurde die Messzeit und somit die Belastung der Tiere reduziert. 
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Abb. 4.3: Veränderung des ADC-Werts in der ipsilateralen SN über einen zeitlichen Verlauf von 28 Tagen 

nach  striatalem ischämischem Infarkt.  An  Tag 4,  5  und  7  nach  Reperfusion  war  der  ADC-Wert  in  der  

ipsilateralen SN signifikant niedriger im Vergleich zur kontralateralen SN, n=5-9 Tiere, Werte in mean ± SEM, 

**p<0.001, *p<0.05.

Abb. 4.4: Veränderung des T2-Werts in der ipsilateralen SN über einen zeitlichen Verlauf von 28 Tagen nach 

striatalem ischämischem Infarkt. An Tag 4, 5 und 7 nach Reperfusion war der T2-Wert in der ipsilateralen SN 

signifikant  höher  im  Vergleich  zur  kontralateralen  SN,  n=5-9  Tiere,  Werte  in  mean  ± SEM,  **p<0.001, 

*p<0.05.
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4.3 Histologische Charakterisierung  

Jeweils eine Gruppe männlicher SV-Mäuse (n=10) wurde nach 30-minütiger MCAo reperfundiert 

und am Tag  4, 7, 14 und 28 postoperativ getötet sowie daraufhin histologisch mit  Markern für 

NeuN,  TH  und  Iba1  gefärbt.  Dabei  interessierten  die  verschiedenen  Zellpopulationen  in  der 

ipsilateralen SN im Vergleich zur kontralateralen Seite.

Färbung neuronaler Nuclei (NeuN) 

Die NeuN-Färbung färbt neuronale Nuclei und ist daher geeignet, die Population aller lebender 

neuronaler Zellen darzustellen. Hierbei interessierte, ob nach striatalem Infarkt eine Verminderung

der neuronalen Zellpopulation in der ipsilateralen SN auftritt. Sieben Tage nach MCAo erreichte die 

Dichte der NeuN-positiven Zellen in der ipsilateralen SN 53±3% der kontralateralen Zelldichte und 

damit  eine  signifikante  Reduktion  (p<0,001).  Nachfolgend  blieb  die  ipsilaterale  Zelldichte  bei 

63±5% an Tag 14 sowie 69±4% an Tag 28 signifikant reduziert (s. Abb. 4.5 und Abb. 4.6).

33



Abb. 4.5: Die Dichte der NeuN-positiven Zellen war in der ipsilateralen SN im Vergleich zur kontralateralen 

Seite  ab  Tag  7  postoperativ  signifikant  vermindert.  n=3-6  Tiere  pro  Gruppe,  Werte  in  mean  ± SEM, 

**p<0.001, *p<0.05. 
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Abb. 4.6:  Repräsentativer Mittelhirnschnitt in NeuN-Färbung. 14 Tage nach Reperfusion ist die neuronale 

Zelldichte in der ipsilateralen SN (Pfeil) im Vergleich zur kontralateralen Seite vermindert. Dieser Unterschied 

ist  bei  5-facher Vergrößerung sichtbar (A).  Bei  20-facher Vergrößerung ist  die Verminderung der  NeuN-

positiven Zellzahl ipsilateral (B) im Vergleich zu konralateral (C) deutlich erkennbar. 
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Färbung der Tyrosin Hydroxylase (TH) 

Die TH-Färbung färbt ein Enzym, welches in der Synthese des Neurotransmitters Dopamin von 

spezifischer Bedeutung ist. In zerebralen Schnitten sind dopaminerge Neurone daher TH-positiv. 

Hierbei  interessierte,  ob  nach  striatalem  Infarkt  eine  Reduktion  der  dopaminergen 

Neuronenpopulation in der ipsilateralen SN auftritt. Eine signifikante Reduktion der dopaminergen 

Zelldichte konnte an Tag 7 gezeigt werden. Hierbei war die ipsilaterale Zelldichte auf 59±6% der 

kontralateralen Seite vermindert (p<0,001). Anschließend erreichte die Reduktion mit 43±4% an 

Tag 14 und 50±3% an Tag 28 ebenfalls signifikante Werte (s. Abb. 4.7 und Abb. 4.8).    

Abb 4.7:  Die Dichte der  TH-positiven Zellen war in der ipsilateralen SN im Vergleich zur kontralateralen 

Seite ab Tag 7 postoperativ signifikant vermindert. Der signifikante Unterschied war auch an Tag 14 und Tag 

28 nach Reperfusion zu beobachten. n=3-6 Tiere pro Gruppe, Werte in mean ± SEM, **p<0.001, *p<0.05. 
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Abb. 4.8: Repräsentativer  Mittelhirnschnitt  in TH-Färbung. 14 Tage nach Reperfusion ist die TH-positive 

Zelldichte in der ipsilateralen SN (Pfeil) im Vergleich zur kontralateralen Seite vermindert. Dieser Unterschied 

ist  bei  5-facher  Vergrößerung  sichtbar  (A).  Bei  20-facher  Vergrößerung  ist  eine  verminderte  Zell-  und 

Zellfortsatzdichte ipsilateral (B) im Vergleich zur kontralateralen Seite (C) sichtbar. 
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Färbung des Ionized-Calcium-Binding-Adapter-Molecule-1 (Iba1)

Die Iba1-Färbung färbt das zytoplasmatische Protein Ionized-Calcium-Binding-Adapter-Molecule-1, 

welches in Makrophagen und Mikroglia exprimiert ist. Es interessierte, ob nach striatalem Infarkt 

ein Anstieg an Mikroglia in der ipsilateralen SN auftritt. An Tag 4 und Tag 7 konnte ipsilateral eine 

erhöhte Iba1-positive Zelldichte gezeigt werden, die 170±22% bzw. 207±18% der kontralateralen 

Seite betrug. Anschließend fiel die Iba1-positive Zelldichte bis Tag 14 auf 150±10% ab. Noch an 

Tag 28 lag sie bei 149±19% (s. Abb. 4.9 und Abb. 4.10). 

Abb. 4.9: Die Dichte der Iba1-positiven Zellen war in der ipsilateralen SN im Vergleich zur kontralateralen 

Seite ab Tag 4 postoperativ signifikant erhöht. Im Verlauf von 28 Tagen kam es zu keiner Normalisierung.  

n=3-6 Tiere pro Gruppe, Werte in mean ± SEM, **p<0.001, *p<0.05. 
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Abb. 4.10: Repräsentativer Mittelhirnschnitt in Iba1-Färbung. 14 Tage nach Reperfusion ist die Dichte Iba1-

positiver Zellen in der ipsilateralen SN (Pfeil) im Vergleich zur kontralateralen Seite deutlich erhöht. Diese 

Veränderung  ist  bei  5-facher  Vergrößerung  sichtbar  (A).  Bei  20-facher  Vergrößerung  ist  qualitativ  eine 

deutliche Zunahme und Aktivierung Iba1-positiver  Zellen ipsilateral  (B)  im Vergleich zu kontralateral  (C) 

erkennbar. 
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4.4 Therapeutische Intervention 

Für die Untersuchungen mit MK-801 und FK506 wurden jeweils zwei Gruppen (n=10) männlicher 

SV-Mäuse verwendet.  An Tag 0 wurden alle Tiere der 30-minütigen MCAo mit  anschließender 

Reperfusion unterzogen. Am ersten Tag postischämisch erfolgte eine T2-MRT-Messung, um den 

striatalen Schlaganfall nachzuweisen und dessen Volumen zu berechnen. An Tag 5 begann die 

Applikation von MK-801 oder FK506 i.p. in jeweils einer Gruppe von Tieren. Die entsprechenden 

Kontrollgruppen erhielten das Vehikel intraperitoneal.  Die Injektionen wurden bis Tag 28 in 24-

stündigem Abstand durchgeführt. An Tag 28 wurden die Hirne aller Gruppen für die histologische 

Auswertung entnommen (s.Abb. 4.11).

               

Abb. 4.11: Protokoll für die Behandlung mit jeweils FK501 und MK-801. Die MCAo erfolgte an Tag 0; 

ab  Tag  5  efolgte  die  Applikation  mit  FK501  oder  Vehikel  bzw.  MK-801  oder  Vehikel;  die 

Organgewinnung an Tag 28.  
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FK506 (Tacrolimus) 

FK506 ist ein Inflammationshemmer vom Typ der Calcineurin-Inhibitoren. Eine Gruppe operierter 

Tiere (n=10) erhielt von Tag 5 bis Tag 28 nach MCAo täglich 1 mg/kg KG FK506 in einer Lösung 

mit 0,9% NaCl i.p. Die Kontrollgruppe erhielt von Tag 5 bis Tag 28 nach MCAo die Trägersubstanz 

(NaCl 0,9%). Bei allen operierten Tieren wurde an Tag 1 postoperativ ein striataler Infarkt in der 

T2-gewichteten MRT-Messung nachgewiesen. Nach 28 Tagen wurden die Tiere getötet und die 

Hirne für NeuN-, TH- und Iba1-Färbungen weiter prozessiert. Es interessierte insbesondere, ob 

FK506  eine  Reduktion  der  Iba1-positiven  Zellpopulation  in  der  ipsilateralen  SN  herbeiführt. 

Außerdem interessierte, ob es einen neuroprotektiven Effekt auf NeuN- und TH-positive Zellen in 

der ipsilateralen SN hat. Um zu untersuchen, ob FK506 bei dem späten Beginn der Applikation 

einen  neuroprotektiven  Effekt  auf  das  infarzierte  Striatum hat,  wurde  auch  die  NeuN-positive 

Zellpopulation im Striatum quantifiziert.

Die Iba1-positive Zelldichte (s. Abb. 4.12C) war in beiden Gruppen ipsilateral erhöht. Dabei lag sie 

in  der  FK506-Gruppe  bei  154±7%  der  kontralateralen  Zelldichte,  in  der  Vehikel-Gruppe   bei 

140±7%. Ein signifikanter Unterschied zwischen der FK506-Gruppe sowie der Vehikel-Gruppe lag 

jedoch nicht  vor  (p= 0,45).  Auch auf  die  TH-positiven sowie die  NeuN-positiven Zellen  in  der 

ipsilateralen SN zeigte FK506 keinen signifikanten Effekt (s.  Abb. 4.12A, B):  Die TH-Zelldichte 

betrug in der FK506-Gruppe  67±5 % der kontralateralen Seite, in der Vehikelgruppe  62±4% (p= 

0,51).

Die  NeuN-Zelldichte  betrug  in  der  FK506-Gruppe  62±6  %  der  kontralateralen  SN,  in  der 

Vehikelgruppe 67±6% (p= 0,62).  Im Striatum (s. Abb. 4.12D) zeigte sich zwischen der FK506-

Gruppe  (26±5% der  kontralateralen  Seite)  und  der  Vehikelgruppe  (24±2% der  kontralateralen 

Seite) kein signifikanter Unterschied (p= 0,76).
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Abb 4.12: Die Behandlung mit FK506 bzw. Vehikel erfolgte von Tag 5 bis Tag 28 nach 30-minütiger MCAo. 

An Tag 28 bestand in der ipsilateralen SN kein signifikanter Unterschied der TH-positiven Zelldichte (A) und 

der  NeuN-positiven  Zelldichte  (B).  Die  Iba1-positive  Zelldiche  in  der  ipsilateralen  SN  zeigte  keinen 

signifikanten Unterschied (C). Das ipsilaterale Striatum wies keinen signifikanten Unterschied der NeuN-

positiven Zelldichte auf (D). Alle ipsilateralen Zelldichten sind angegeben als % der jeweils kontralateralen 

Seite. n=6-7 Tiere pro Gruppe, Werte in mean ± SEM, **p<0.005, *p<0.05. 
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MK-801 (Dizocilpin)

MK-801 ist ein NMDA-Rezeptor-Antagonist. Eine Gruppe operierter Tiere (n=10) erhielt von Tag 5 

bis  Tag  28  nach  MCAo täglich  1  mg/kg KG MK-801  in  einer  Lösung mit  0,9% NaCl  i.p.  Die  

Kontrollgruppe erhielt von Tag 5 bis Tag 28 nach MCAo die Trägersubstanz. Bei allen operierten 

Tieren konnte an Tag 1 postoperativ  ein striataler  Infarkt  in  der T2-gewichteten MRT-Messung 

nachgewiesen werden. Nach 28 Tagen wurden die Tiere getötet und die Hirne für NeuN-, TH- und 

Iba1-Färbungen  weiter  prozessiert.  Es  interessierte  insbesondere,  ob  MK-801  einen 

neuroprotektiven Effekt auf NeuN- und TH-positive Zellen in der ipsilateralen SN hat. Dies würde 

darauf  hinweisen,  dass  ein  exzitotoxischer  Mechanismus  eine  entscheidende  Rolle  in  der 

Pathophysiologie  der  EPND  spielt.  Um  zu  untersuchen,  ob  MK-801  bei  unserem 

Applikationszeitpunkt einen neuroprotektiven Effekt auf das infarzierte Striatum hat, wurde auch 

die  NeuN-positive  Zellpopulation  im  Striatum  quantifiziert.  Da  es  Hinweise  auf  einen  anti-

inflammatorischen Effekt von MK-801 gibt, war zudem von Interesse, ob MK-801 zur Reduktion 

der Iba1-positiven Zellpopulation in der ipsilateralen SN führt. 

Die Dichte TH-positiver  Zellen war in beiden Gruppen in der ipsilateralen SN im Vergleich zur 

kontralateralen Seite vermindert. Dabei bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der MK-

801-Gruppe (86±6%) und der  Vehikel-Gruppe (57±3%) mit  einem p-Wert  von 0,0041 (s.  Abb. 

4.13B). In der MK-801-Gruppe wies auch die NeuN-positive Zellpopulation in der ipsilateralen SN 

eine signifikant höhere Dichte (106±17%) im Vergleich zur Vehikel-Gruppe (74±6%) auf mit einem 

p-Wert von: 0,01 (s. Abb. 4.13A). Die NeuN-Zelldichte wies im infarzierten Striatum (s. Abb. 4.13D) 

hingegen  keinen  signifikanten  Unterschied  zwischen  der  MK-801-Gruppe  (33±4%)  und  der 

Vehikel-Gruppe  (36±7%)  auf  (p-Wert=  0,74).  Auch  die  Iba1-positive  Zellpopulation  in  der 

ipsilateralen SN der MK-801-Gruppe (115±10%) unterschied sich nicht signifikant von der Vehikel-

Gruppe (116±6%) mit einem p-Wert von 0,96 (s. Abb. 4.13C). In beiden Gruppen war die Iba1-

positive Zelldichte jedoch ipsilateral im Vergleich zur kontralateralen Seite erhöht. 

43



Abb. 4.13: Die Behandlung mit MK-801 bzw. Vehikel erfolgte von Tag 5 bis Tag 28 nach 30-minütiger MCAo. 

An Tag 28 bestand in der ipsilateralen SN ein signifikanter Unterschied der TH-positiven Zelldichte (A) sowie 

der NeuN-positiven Zelldichte (B). Das ipsilaterale Striatum wies keinen signifikanten Unterschied der NeuN-

positiven Zelldichte auf (C). Die Iba1-positive Zelldiche in der ipsilateralen SN zeigte keinen signifikanten 

Unterschied (D). Alle ipsilateralen Zelldichten sind angegeben als % der jeweils kontralateralen Seite. n=5-7 

Tiere pro Gruppe, Werte in mean ± SEM, **p<0.005, *p<0.05. 
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5 Diskussion 

5.1 Interpretation der Befunde 

Diese Arbeit führte zu folgenden Ergebnissen: (1) innerhalb einer Woche nach striatalem Infarkt 

kommt es in der ipsilateralen SN zu einer neuronalen Degeneration, die sich histopathologisch 

durch  einen  signifikanten  Verlust  neuronaler  und  insbesondere  dopaminerger  Neurone 

manifestiert. (2) Die MRT-Messungen zeigten im Bereich der SN signifikante Veränderungen, die 

auf  ein zelluläres Ödem hinweisend sind.  Diese wurden zeitlich  bereits  vor  einer  signifikanten 

neuronalen Degeneration sichtbar, sodass durch MRT-Bildgebung eine EPND in der SN antizipiert 

werden  kann.  (3)  Die  anti-exzitotoxische  Substanz  MK-801  zeigte  im  Gegensatz  zur  anti-

inflammatorischen  Substanz  FK506  einen  neuroprotektiven  Effekt  auf  die  SN  bei  einem 

Applikationsbeginn von 5 Tagen nach dem primären striatalen Infarkt. 

Die  EPND ist  ein Phänomen nach ischämischem Schlaganfall,  welches auch beim Menschen 

bereits beobachtet werden konnte. Es gibt Hinweise, dass es an postischämischen funktionellen 

Einschränkungen beteiligt sein könnte. Dennoch ist die EPND beim Menschen nicht verstanden 

und  bisher  auch  im  Tiermodell  nicht  ausreichend  untersucht  worden.  So  fehlt  bisher  eine 

systematische  Charakterisierung  im  Mausmodell,  welche  im  Rattenmodell  bereits  begonnen 

worden ist. Das Mausmodell eignet sich jedoch besser für funktionelle Testungen sowie für den 

Einsatz transgener Tiere. Zudem stehen die Untersuchungen zu den Mechanismen der EPND 

noch weit am Anfang.

Magnetresonanztomographische Charakterisierung 

Bereits  in  den  80er  Jahren  wurde  von  neuronalem Zellverlust  in  menschlichem post  mortem 

Hirngewebe in der SN nach Infarzierung der Basalganglien berichtet (Forno 1983). In MRT-Studien 
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zeigte sich nach striatalem Infarkt in der T2-Wichtung eine Hyperintensität in der ipsilateralen SN, 

sowie ein reduzierter ADC-Wert in der DWI-Wichtung. Diese Erscheinung trat frühestens 8 Tage 

nach dem Infarktereignis auf und persistierte bis zu fünf Monate (Nakane et al. 1992; Nakajima et 

al. 2010). Es gibt Hinweise, dass eine postischämische T2-Hyperintensität in der SN immer auf 

einen striatalen Infarkt zurückgeht (Ohe et al. 2013). In der bisher größten klinischen Studie konnte 

ein Zusammenhang zwischen einer ischämischen Läsion im Striatum mit einer postischämischen 

Reduktion des ADC-Werts in der SN gezeigt werden (Nakajima et al. 2013).

Im Tiermodell wurde ein neuronaler Zellverlust in der ipsilateralen SN ein bis zwei Wochen nach 

einem Infarkt im MCA-Gebiet erstmals bei Ratten beschrieben (Tamura et al. 1990; Nagasawa and 

Kogure 1990; Nakanishi et al. 1997).

Erste  magnetresonanztomographische  Charakterisierungen  des  Phänomens  im  Rattenmodell 

zeigten eine erhöhte T2-Signalintensität vier Tage nach einem ipsilateralen kortiko-striatalen Infarkt 

(Nakane et al. 1997), sowie eine Reduktion des ADC-Werts (Nakane et al. 2001).

In dynamischen Charakterisierungen im Rattenmodell waren die Veränderungen im MRT nur an 

Tag 4 sichtbar, nicht jedoch zu späteren Zeitpunkten. Histologisch zeigten sich an Tag 4 blass 

gefärbte Neurone, sowie vergrößerte perivaskuläre Räume. Es handelt sich also hierbei um eine 

Zellschwellung. An Tag 7 waren dunkel gefärbte Neurone prominenter und es wurde ein Zellverlust 

sichtbar (Zhao et  al.  2001;  Zhao et  al.  2002).  Diese Studien geben somit  Hinweise,  dass die 

bildgebenden Veränderungen vor einem Zellverlust stattfinden und diesen vorhersagen könnten. 

In  unseren MRT-Studien konnte gezeigt  werden,  dass  in  der  T2-Messung der  T2-Wert  in  der 

ipsilateralen SN an Tag 4,  5 und 7 nach striatalem Infarkt  signifikant  erhöht  war.  In der  DWI-

Messung zeigte sich ebenda ein signifikant erniedrigter ADC-Wert ebenfalls an Tag 4, 5 und 7. Zu 

den  weiteren  gemessenen  Zeitpunkten  an Tag  14,  21  und  28  zeigte  sich  kein  signifikanter 

Unterschied. Nach 3 und 4 Wochen kam es zu einer Normalisierung der Ausgangswerte.

Diese Daten weisen darauf hin, dass im Bereich der ipsilateralen SN nach striatalem Infarkt ein 

pathologisches Geschehen stattfindet. Dieses findet sich außerhalb der primären striatalen Läsion, 
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ist also exofokal (engl. exofocal), und tritt mit einer zeitlichen Latenz auf, ist also verschoben (engl. 

delayed). 

In einem T2-gewichteten Bild erscheint Wasser heller als das umliegende Gewebe. Daher deutet 

ein erhöhter T2-Wert auf eine Wassereinlagerung hin. Eine solche tritt zum Beispiel bei Ödemen 

auf.

Die  DWI-Messung  dient  zur  Darstellung  und  Quantifizierung  einer  erhöhten  Diffusion  von 

Wassermolekülen  im  Gewebe.  Da  im  biologischen  Organismus  keine  idealen  Verhältnisse 

vorliegen,  wird  nicht  der  Diffusions-Koeffizient  ermittelt,  sondern  der  sog.  scheinbare 

Diffusionskoeffizient  oder  ADC.  Ein  erhöhter  ADC-Wert  weist  auf  ein  vasogenes  Ödem  hin, 

während ein erniedrigter ADC-Wert auf ein zytotoxisches Ödem hindeutet.

Die MRT-Daten unserer Studie weisen somit darauf hin, dass es sich bei dem Geschehen in der 

ipsilateralen SN um einen zellschädigenden Prozess handelt, der mit einem zytotoxischen Ödem 

einhergeht und in räumlicher und zeitlicher Latenz zu der primären ischämischen Läsion auftritt. 

Mittels  dieser  MRT-Sequenzen  ist  nicht  sichtbar,  um  welche  spezifische  Pathologie  es  sich 

handelt. Es ist somit auch nicht sichtbar, welche Zellpopulationen betroffen sind. Weiterführende 

histologische  Untersuchungen  waren  daher  notwendig,  um  die  beteiligten  Zellpopulationen  zu 

identifizieren, zu quantifizieren und ins zeitliche Verhältnis zu den MRT-Daten zu setzen. 

Histologische Charakterisierung 

Im  Zuge  einer  striatalen  Ischämie  kommt  es  zu  einem  relevanten  neuronalen  Zellverlust  im 

Striatum, sodass dort mit einer verminderten Dopaminaufnahme zu rechnen ist. Kronenberg et al. 

konnten zeigen, dass die Dichte von Dopamintransportern (DAT) im Striatum nach MCAo  und 

auch die striatale Dopaminkonzentration signifikant vermindert ist (Kronenberg et al. 2012). Zudem 

zeigten sie,  dass es ab Tag 7 nach MCAo auch in  der ipsilateralen SN zu einer signifikanten 

Degeneration neuronaler Zellen kommt, und dass es sich hierbei insbesondere um dopaminerge 

Neurone handelt. Unsere Ergebnisse stehen damit in Einklang. 
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Die  verminderte  striatale  Dopaminkonzentration  nach  MCAo  kann  somit  einerseits  durch  eine 

verminderte DAT-Dichte und damit  Dopaminaufnahme im Striatum erklärt  werden,  andererseits 

durch eine verminderte Dopaminausschüttung aus der SN. 

Die Degeneration dopaminerger Zellen in der SN trat in unseren Untersuchungen an Tag 7 später 

auf  als die Veränderungen im MRT, welche bereits  an Tag 4 und Tag 5 nach MCAo sichtbar 

wurden. Damit kann das MRT eingesetzt werden, um einen neuronalen Zelluntergang in der SN zu 

antizipieren. 

Unsere Untersuchungen zum weiteren Verlauf neuronaler Zellen in der ipsilateralen SN zeigten, 

dass die Zelldichte sowohl NeuN-positiver als auch TH-positiver Zellen bis Tag 28 vermindert war. 

Soriano et al.  argumentierten mit  ihren Ergebnissen im Rattenmodell,  dass die Reduktion TH-

positiver Zellen in der ipsilateralen SN transient ist und es bis Tag 30 zu einer teilweisen, bis Tag 

60 sogar zu einer vollständigen Erholung kommt (Soriano et al. 1997).  Dies steht im Einklang mit 

Ergebnissen von Yamada et al., die bereits 30 Tage nach Infarkt keinen signifikanten Unterschied 

zwischen ipsilateraler und kontralateraler SN messen konnten (Yamada et al. 1996).

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen hingegen, dass es auch im Mausmodell zu einer Reduktion 

dopaminerger  Neurone  und  anderer  neuronaler  Zellen  in  der  ipsilateralen  SN  kommt,  die 

mindestens 28 Tage persistiert. Wir können nicht ausschließen, dass sich diese Veränderung auch 

in unserem Modell im weiteren Verlauf normalisiert. Kronenberg et al. zeigten jedoch, dass die 

Reduktion nigraler Neurone auch 16 Wochen nach MCAo noch zu beobachten ist (Kronenberg et 

al. 2012). 

Die Mechanismen, die zur EPND führen, sind bisher ungeklärt. Es wird angenommen, dass eine 

transneuronale Degeneration eine entscheidende Rolle spielt (Zhao et al. 2002). Es ist bekannt, 

dass diese nach neuronalen Läsionen unterschiedlicher Genese auftreten kann.

1850 hat August Waller das Phänomen der neuronalen Degeneration nach axonaler Schädigung 

im Froschexperiment beschrieben (Waller 1850). Die nach ihm benannte Wallersche Degeneration 

48



bezeichnet seither die axonale Degeneration distal der primären Läsion. Sie ist eine sogenannte 

anterograde Degeneration, da sie der Projektionsrichtung des Neurons folgt. Davon unterschieden 

wird  die  retrograde  Degeneration,  zu  der  es  nach  einer  Schädigung  der  efferenten  Neurone 

kommt. Sie erfolgt also entgegen der Projektionsrichtung (Cowan 1970). 

Da zwischen Striatum und SN eine reziproke neuronale Verbindung besteht, kommen sowohl die 

anterograde als auch die retrograde Degeneration in Betracht. Es ist bereits bekannt, dass diese 

Formen der Degeneration nach einer toxischen Schädigung des Striatums in der ipsilateralen SN 

auftreten  (Krammer 1980; Pasinetti, Morgan und Finch 1991; Lundberg, Wictorin und Björklund 

1994). 

Auch  die  Mechanismen,  die  daraufhin  in  der  exofokalen  Region  selbst  stattfinden,  sind  nur 

teilweise beschrieben und verstanden: oxidative Schädigungen und apoptotische Veränderungen 

sind als Mechanismen der EPND im Thalamus nachgewiesen worden (Zhang et al. 2012). In der 

SN ist die Rolle der Apoptose umstritten (Stefanis und Burke 1996; DeGiorgio et al. 1998), am 

ehesten sind hier  exzitatorische und inflammatorische Geschehen involviert  (Block,  Dihné und 

Loos 2005). In den hier vorgenommenen  Untersuchungen lag der Fokus der Untersuchungen auf 

Exzitotoxizität  und  Inflammation.  Aus  Studien  zur  primären  Ischämie  ist  bekannt,  dass  diese 

Mechanismen maßgeblich an protektiven sowie schädigenden Prozessen beteiligt sind (s. Abb. 

5.1).
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Abb.  5.1:  Vereinfachte  Darstellung  des  zeitlichen  Verlaufs  der  wichtigsten  schädigenden  sowie 

protektiven  pathophysiologischen  Mechanismen  nach  zerebraler  Ischämie  im  primären 

Ischämiegebiet (Endres et al. 2008). 

Inflammatorische Reaktionen treten häufig als Folge einer initialen Zellschädigung auf und sind im 

Verlauf  an  weiteren  neurodegenerativen  als  auch  neuroprotektiven  Prozessen  beteiligt. 

Inflammatorische  Zellen  migrieren  zum  Läsionsort,  werden  aktiviert  und  proliferieren.  Die 

Mechanismen  können  am  Abbau  untergegangener  Neurone  beteiligt  sein,  zu  weiterer 

Zellschädigung führen oder beispielsweise auch eine Öffnung der Blut-Hirn-Schranke bewirken. 

Dies  kann eine  Migration  von  peripheren inflammatorischen Zellen  ins  ZNS zur  Folge haben. 

Allerdings gibt es neuere Hinweise von Enzmann et al., dass es in der frühen postischämischen 

Phase zu keiner Migration inflammatorischer Zellen ins Hirnparenchym kommt  (Enzmann et al. 

2013).

In der vorliegenden histologischen Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass Iba1-positive 

Zellen in der ipsilateralen SN an Tag 4 und 7 nach MCAo im Vergleich zur kontralateralen Seite 

vermehrt auftreten. Dies geschieht also bereits vor einer signifikanten Neurodegeneration. Es ist 

hier  nicht  klar,  ob  sie  zu  der  neuronalen  Degeneration  beitragen,  oder  ob  die  neuronale 

Degeneration ohne sie stärker ausfallen würde. Aus Studien zur primären Schlaganfallläsion ist 
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bekannt,  dass  Iba1-positive  Mikroglia  am  Abbau  von  Zelldebris  beteiligt  ist  sowie  an  der 

Ausschüttung  zytoprotektiver  Substanzen,  jedoch  auch  an  einer  entzündlichen  Zellschädigung 

(Wang, Tang und Yenari 2007; Napoli und Neumann 2009). Einige Autoren betonen jedoch die 

neuroprotektiven Eigenschaften (Napoli und Neumann 2009; Minagar 2011).

Gelderblom et al. konnten zeigen, dass Makrophagen und Mikroglia in der primären ischämischen 

Läsion an Tag 1 und 3 nach einstündigem Infarkt im Mausmodell signifikant ansteigen. An Tag 7 

kam es dabei bereits zu einer Reduktion (Gelderblom et al. 2009). Auch die Untersuchungen von 

Färber et al. zeigten einen Anstieg Iba1-positiver Zellen von Tag 1 bis Tag 4 nach 1h MCAo in der 

Maus (Färber et al. 2008). 

In Studien zur EPND in der SN gibt es bisher nur den Hinweis, dass Iba1-positive Zellen an Tag 3 

und  7  in  der  ipsilateralen  SN  im  Rattenmodell  erhöht  sind,  ohne  den  weiteren  Verlauf  zu 

untersuchen  (Dihné  und  Block  2001;  Loos,  Dihné  und  Block  2003).  Unsere  Ergebnisse  im 

Mausmodell zeigen den Verlauf der Iba1-positiven Zelldichte über eine Zeit von 28 Tagen nach 

MCAo. Nach dem Anstieg bis Tag 7 kommt es anschließend zu einem sukzessiven Abfall der Iba1-

positiven Zelldichte, die sich im Verlauf bis Tag 28 nicht normalisiert.

Anhand  der  Ergebnisse  ist  allerdings  nicht  unterscheidbar,  ob  es  sich  um  proliferierte  oder 

migrierte Standortmikroglia handelt, oder um Makrophagen, die aus dem peripheren Blut über eine 

permeable Bluthirnschranke eingewandert sind. Zu einer Differenzierung sind weitere Experimente 

notwendig, die im Ausblick näher vorgestellt werden. 

Neben Mikroglia wird zunehmend auch Astrozyten in der inflammatorischen Reaktion eine wichtige 

Rolle  zugeschrieben,  was  als  reaktive  Astrogliose  bezeichnet  wird.  Während  sie  im 

physiologischen Zustand den Erhalt der neuronalen Zellfunktion unterstützen, scheinen sie nach 

ischämischen  Ereignissen  an  schädigenden  Mechanismen  beteiligt  zu  sein  (Wang,  Tang  und 

Yenari 2007). Auch bei Astrozyten gibt es jedoch Hinweise, dass sie sowohl proinflammatorische 

als  auch  anti-inflammatorische  Substanzen  expimieren  (Minagar  2011).  In  einer  Pilotstudie 

konnten wir qualitativ bestätigen, dass GFAP-positive Zellen an Tag 14 nach Infarkt vermehrt in der 

ipsilateralen SN auftreten. Obwohl  GFAP kein spezifischer  Marker für  Astrozyten im Zentralen 
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Nervensystem ist, bietet dies einen Hinweis für eine astrozytäre Beteiligung am postischämischen 

Geschehen in der SN. Bisher ist bekannt, dass eine astrozytäre Reaktion in der ipsilateralen SN an 

Tag 7 nach striatalem Infarkt im Rattenmodell auftritt  (Dihné und Block 2001; Loos, Dihné und 

Block 2003). Wir beobachteten, dass sie auch im Mausmodell von Bedeutung zu sein scheint. Um 

den Verlauf der astrozytären Reaktion zu beschreiben und um zu verstehen, ob sie neuroprotektiv 

oder neurodegenerativ ist, sind weitere Untersuchungen notwendig. Eine quantitative Auswertung 

ist hier jedoch nur eingeschränkt möglich. 

Therapeutische Intervention 

Um  die  zugrundeliegenden  Mechanismen  der  EPND  näher  zu  verstehen  und  um  potentielle 

Neuroprotektiva  zu  untersuchen,  führten  wir  Experimente  (1)  mit  dem  etablierten  Anti-

Inflammativum Tacrolimus (FK506) sowie (2) mit dem anti-exzitotoxisch wirksamen Dizocilpin (MK-

801) durch.

(1) FK506 zeigte tierexperimentell bisher nach akuter Gabe eine protektive Wirkung sowohl in der 

primären als auch in der sekundären Läsion nach MCAo: eine Metaanalyse zu Untersuchungen in 

Ratten und Mäusen zeigte, dass sich das volumetrische Outcome der primären striatalen Läsion 

vor allem bei Dosierungen über 0,03 mg/kg KG und einem Applikationszeitpunkt von 3 Tagen vor 

MCAo bis 5 Stunden nach MCAo verbesserte (Macleod et al. 2005). In den zitierten  Mausstudien 

wurde das Therapeutikum jeweils intraperitoneal (i.p.) appliziert (Aronowski et al. 2000; McCarter 

et al. 2001; Shichinohe et al. 2004). 

Im Rattenmodell konnten Brecht et al. zeigen, dass FK506 in einer Dosierung von 1 mg/kg KG s.c. 

und einer Therapiezeit von 1 Tag vor MCAo bis 10 Tage nach MCAo auch einen signifikanten 

Effekt auf die sekundäre Läsion in der ipsilateralen SN hat. Dabei konnte eine deutliche Reduktion 

von ED-1- und Iba1-positiven Mikroglia beobachtet werden, sowie einen leichten Rückgang von 
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GFAP-positiven  Astrozyten.  Zudem  zeigte  FK506  eine  neuroprotektive  Wirkung  auf  die  TH-

positiven Neurone der ipsilateralen SN (Brecht et al. 2009). 

Im Mausmodell gibt es bisher keine Studie, die den Effekt von FK506 in der sekundären Läsion der 

SN beobachtet. Zudem gibt es keine Studie, die der Frage nachgeht, ob FK506 auch zu einem 

späteren Applikationszeitpunkt einen Effekt zeigt und die vorhandenen Studien gehen nicht über 

20 Tage hinaus. 

Um  den  Effekt  eines  späten  Applikationszeitpunkts  und  einer  länger  dauernden  Therapie  mit 

FK506 im Mausmodell zu untersuchen, wählten wir eine tägliche Applikation von Tag 5 bis Tag 28, 

sowie eine Dosierung von 1 mg/kg KG i.p. 

In unseren Ergebnissen zeigte FK506 jedoch bei dieser Dosierung und Applikationszeit  keinen 

neuroprotektiven Effekt auf das Striatum noch auf die ipsilaterale SN. Zudem zeigte FK506 keinen 

Effekt auf die Mikrogliadichte in der ipsilateralen SN. Bisher sind unsere Versuche nach bestem 

Wissen die ersten, die FK506 in einer Dosierung von  1 mg/kg KG von Tag 5 bis Tag 28 nach 

MCAo applizieren.  Somit  ist  nicht  ausgeschlossen,  dass FK506 in höherer Dosierung oder zu 

einem früheren subakuten Zeitpunkt einen Effekt zeigen könnte. Weitere Untersuchungen können 

sich hier daher anschließen. 

(2) MK-801 hingegen zeigte in unseren Studien bei subakuter Applikation und einer Dosierung von 

1  mg/kg  KG  i.p.  täglich  von  Tag  5  bis  Tag  28  einen  deutlichen  neuroprotektiven  Effekt 

insbesondere auf dopaminerge Neurone in der ipsilateralen SN.

Der  anti-exzitotoxisch  wirksame  NMDA-Rezeptor  Antagonist  Dizocilpin  (MK-801)  zeigte  bisher 

sowohl  bei  Ratten  als  auch  bei  Mäusen  einen  neuroprotektiven  Effekt  in  der  primären 

ischämischen  Läsion.  Wirksam  war  eine  intraperitoneale  Applikation  von  1  bis  5  mg/kg 

Körpergewicht vor MCAo und 3 mg/kg KG bis 1 Stunde nach MCAo, jedoch nicht darüber hinaus 

(Hatfield, Gill und Brazell 1992; Ma, Endres und  Moskowitz 1998; Endres et al. 1998).

MK-801 zeigte einen protektiven Effekt auch auf neuronale Zellen der SN nach neurotoxischer 

Läsion des Striatums in Ratten. Bei intraperitonealer Applikation 24 Stunden nach der primären 
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Schädigung war der neuronale Zellverlust bei 1 oder 4 mg/kg KG vermindert, bei 10 mg/kg KG 

sogar aufgehoben  (DeGiorgio, DeGiorgio und Volpe 1999; Block et al. 2004; Block, Dihné und 

Loos 2005). Hierbei konnte MK-801 auch die Anzahl TNF-α positiver Zellen vermindern, was auf 

einen Zusammenhang zwischen exzitotoxischen und inflammatorischen Mechanismen in der SN 

hinweist (Block et al. 2004). In unseren Studien konnten wir jedoch keinen Effekt von MK-801 auf 

die Mikrogliadichte in der SN zeigen. 

Bisher gibt es nach unserem Wissen keine Studien, die einen initialen Applikationszeitpunkt nach 

24 Stunden wählen. Zudem gibt es keine Studien, die MK-801 nach ischämischer striataler Läsion 

in  Mäusen  einsetzen,  um  den  Effekt  auf  die  NeuN-positive  Zellpopulation  in  der  SN  zu 

untersuchen.

Gleichwohl wir hier einen Effekt auf die neuronale Population der ipsilateralen SN zeigen konnten, 

hatte MK-801 in unseren Studien keinen Effekt  auf  die striatalen Neurone nach MCAo. Damit 

scheint  ausgeschlossen,  dass  ein protektiver  Effekt  im Bereich des primären Infarkts  zu  einer 

verminderten EPND in der SN geführt haben könnte. Die Ergebnisse unterstreichen zum einen die 

Beteiligung eines exzitotoxischen Mechanismus in der Pathophysiologie der EPND. Andererseits 

zeigen  sie,  dass  ein  NMDA-Rezeptor-Antagonist  auch  nach  subakuter  Applikation  einen 

therapeutischen Effekt auf die EPND hat. 

Hinsichtlich eines exzitatorischen Mechanismus in der SN nach striataler Schädigung waren die 

Studien von Saji et al. wegweisend. Die intraventrikuläre Gabe des GABA-Agonisten Muscimol 

konnte den neuronalen Zellverlust in der SN nach striataler Injektion von Ibotensäure verhindern 

(Saji  und  Reis  1987).  Nach  striato-pallidaler  Ischämie  zeigte  sich  in  der  ipsilateralen  SN  ein 

neuronaler Zellverlust und eine erhöhte Synthese von Glutamatdecarboxylase (Saji et al. 1994). 

Der Zellverlust konnte nach Ablation des Nucleus subthalamicus verhindert werden (Saji, Blau und 

Volpe 1996). Diese Funde sprechen für einen verminderten GABA-Input der SN nach striataler 

Läsion,  sowie  eine  neuronale  Schädigung  durch  Glutamat-Disinhibition.  Daher  ist  der 

experimentelle Einsatz von GABA-Agonisten bzw. NMDA-Rezeptor Antagonisten wie MK-801 für 

weitere Untersuchungen von Interesse.

Gegenüber einer klinischen Anwendung von MK-801 gibt es jedoch begründete Vorbehalte, da 
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Olney  et  al.  darauf  hinweisen  konnten,  dass  es  bereits  bei  einmaliger  Gabe  und  niedriger 

Dosierung  zu  neuropathologischen  Veränderungen  führen  kann  (Olney,  Labruyere  und  Price 

1989). 

     

5.2 Kritische Betrachtungen  

Die Übertragbarkeit  von  Ergebnissen in  Tiermodellen  auf  klinische Fälle  ist nur  eingeschränkt 

möglich. Das liegt erstens an Spezies-Unterschieden, die nicht veränderbar sind. Zweitens wurden 

hier junge Tiere ohne weitere Pathologien und Komorbiditäten benutzt. Zudem kann das Filament-

Model  der  MCAo  einen  thromboembolischen  Verschluss  nicht  vollständig  abbilden.  Auf  diese 

Probleme ist bereits ausführlich hingewiesen worden (Dirnagl 2006).

Im Folgenden möchte ich die Schwächen der vorliegenden Studien diskutieren. Diese umfassen 

sowohl  allgemeine  Limitationen  der  verwendeten  Methoden,  als  auch  Aspekte  der  einzelnen 

Experimente. 

Magnetresonanztomographische Charakterisierung 

In der verwendeten MRT-Methodik ist eine genaue Abgrenzung der neuroanatomischen Strukturen 

nicht vollständig möglich. Dies liegt zum einen an einer eingeschränkten Auflösung, obwohl diese 

bereits vergleichbar exzellent  ist.  Die Seitenvergleichbarkeit  war zum anderen nicht  vollständig 

möglich, da kontralateral keine Läsion zu demarkieren war und durch die Lagerung der Tiere eine 

mögliche Asymmetrie des Bildes nicht vollkommen ausgeschlossen werden konnte. 

In  den  Experimenten  sind  variable  Infarktgrößen  nicht  berücksichtigt  worden.  Die 

Einschlusskriterien  beinhalteten,  dass  mindestens  ein  striataler  Infarkt  vorliegen  musste. 

Histologisch wurde das Vorliegen einer  Infarktnekrose jeweils  bestätigt.  Möglicherweise haben 
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kortikostriatale Infarkte quantitativ einen anderen Effekt auf die ipsilaterale SN als reine striatale 

Infarkte. Es gibt Hinweise, dass auch die Größe des striatalen Infarktes selbst eine Rolle spielt: so 

beobachteten Saji et al., dass nach Infarkt des Nucleus caudatus zwar eine Volumenreduktion der 

SNr stattfand, jedoch keine neuronale Degeneration. Bei ischämischer Beteiligung des Nucleus 

caudatus  und des Globus pallidus fand hingegen auch eine Neurodegeneration statt  (Saji et al. 

1994).

Histologische Charakterisierung 

Histologisch ist  eine präzise  Abgrenzung der  Strukturen mit  den verwendeten Methoden nicht 

vollständig möglich. Es wurde in den vorliegenden Studien auf eine Differenzierung zwischen SNr 

und SNc zunächst verzichtet, was in zukünftigen Studien jedoch wünschenswert wäre. 

Die  Vergleichbarkeit  der  ipsilateralen  mit  der  kontralateralen  Seite  ist  teilweise  eingeschränkt: 

aufgrund der histologischen Schnitttechnik ist eine vollständige Symmetrie der Frontalebenen nicht 

gewährleistet. Zudem findet im Gegensatz zur kontralateralen Seite eine Volumenverminderung 

der ipsilateralen SN statt. 

Therapeutische Intervention  

Unsere Studien zur neuroprotektiven Wirksamkeit von FK506 und MK-801 berücksichtigen jeweils 

eine Dosierung und einen Zeitpunkt des Applikationsbeginns. Um ein genaueres Bild zu erhalten, 

müssen weitere Untersuchungen mit  anderen Dosierungen und Applikationszeiten durchgeführt 

werden.
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5.3 Ausblick 

Wir  hoffen  mit  unseren  Untersuchungen  grundlegende  deskriptive  Fragen  zur  EPND  im 

Mausmodel  beantwortet  zu  haben.  Natürlich  stehen  sie  jedoch  am Beginn  einer  Vielzahl  von 

unbeantworteten  Fragen.  Ich  möchte  im  letzten  Abschnitt  auf  einige  Ansätze  und  Fragen 

hinweisen, die im Zusammenhang mit der EPND von besonderem Interesse sind. 

Charakterisierung 

Die Charakterisierung des Phänomens kann sich an zwei größeren Fragenbereichen orientieren: 

(1)  Welche  Strukturen  sind  betroffen?  (2)  Welche  Zellen  und  Substanzen  sind  an  der 

Pathophysiologie beteiligt?   

(1) Die Differenzierung der neuroanatomischen Strukturen erfordert einen präzisen Abgleich mit 

standardisierten Mausatlanten. Um diesen tatsächlich zu gewährleisten, wäre ein digitaler Atlas für 

Histologie  und  MRT  notwendig,  der  an  das  variable  Volumen  der  individuellen  Maushirne 

adaptierbar ist. 

Es besteht kein Konsens, ob nach Schädigung des Striatums hauptsächlich die SNr oder die SNc 

betroffen ist. Die Beteiligung dopaminerger Neurone weist auf eine Läsion in der SNc hin, lässt 

jedoch keine Folgerung bzgl. der SNr zu. Hierzu müssten ebenfalls präzise anatomische Studien 

erfolgen. 

Das  nigrostriatale  dopaminerge  System  umfasst  dopaminerge  Neurone  der  SN  sowie 

dopaminerge Rezeptoren im Striatum. Eine verminderte Dopaminkonzentration im Striatum scheint 

bei dem Phänomen der EPND einen präsynaptischen Dopaminmangel sowie eine postsynaptische 

Aufnahmeminderung als Ursache zu haben. Um das Verhältnis genauer zu untersuchen, bieten 

sich bildgebende Methoden an wie das PET oder SPECT. Derzeit finden diese vor allem in der  
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Parkinsondiagnostik sowie in der klinischen und experimentellen Parkinsonforschung Anwendung 

(Cummings et al. 2011; Toomey et al. 2012). 

(2)  Ein Fokus weiterer Studien sollte  auf  der Wirkung der beteiligten inflammatorischen Zellen 

liegen. Weiter oben wurde angedeutet, dass aus einer Quantifizierung der Iba-1 positiven Zellen 

allein nicht sichtbar ist, ob es sich um zerebrale Mikroglia oder periphere Makrophagen handelt. 

Möglicherweise ist eine Makrophagen-Infiltration mit der Prognose korreliert. 

In  diesem  Zusammenhang  steht  auch  die  Frage,  ob  und  zu  welchen  Zeitpunkten  die 

Bluthirnschranke im Bereich der SN permeabel ist. In Bezug auf das Phänomen der EPND in der 

SN gibt es hierzu bisher keine Studien.  

Zur Beantwortung dieser Fragen sind vielversprechende Methoden verfügbar, die in den letzten 

Jahren  signifikant  weiter  entwickelt  worden  sind.  So  kommen  zum  einen  MRT-Methoden  in 

Betracht, die sich des gut etablierten Kontrastmittels Gadolinium bedienen, oder aber SPIO bzw. 

USPIO-Partikel  (Stoll  und  Bendszus  2009).  Die  letzteren Abkürzungen  stehen  für  sogenannte 

superparamagnetic bzw. ultrasmall particles of iron oxide und bezeichnen Eisenoxidpartikel, die 

sich  zur  Darstellung  von  migrierenden Inflammationszellen  eignen  können.  Zum anderen  sind 

zunehmend auch spezifische Tracer für SPECT- und PET-Methoden verfügbar (Wunder, Klohs und 

Dirnagl 2009).  

Neben Studien zu den zellulären Bestandteilen der Immunreaktion in der SN gibt es, wie einleitend 

bereits  angedeutet,  Untersuchungen  zu  den  löslichen  Substanzen  TNFα und  Il-6.  Diese  sind 

bisher  nur  im Rattenmodell  durchgeführt  worden.  Auch hier  stellt  sich  weiterhin  vor  allem die 

Frage, ob sie neurodegenerativ oder neuroprotektiv wirken und wie sie regulierbar wären. 

Substanz P ist ebenfalls an der Immunreaktion beteiligt. Hierzu gibt es Studien im Mausmodell, die 

zeigen, dass ein ischämisches Ereignis im Striatum zu einer Verminderung von Substanz P in der 

ipsilateralen  SN  führt  und  es  erst  danach  zu  einer  inflammatorischen  Reaktion  und  einer 

Neurodegeneration  kommt  (Rodriguez-Grande  et  al.  2013).  Hier  könnten  sich  sinnvollerweise 

Knock-Out Studien anschließen. 

58



Funktionelle Relevanz     

Die SN ist aufgrund ihrer neuroanatomischen Vernetzung eine wichtige funktionelle Einheit, die 

sowohl innerhalb des limbischen Systems als auch innerhalb der Basalganglien eine Rolle spielt. 

Die EPND in der SN ist  möglicherweise (1)  mit  der PSD assoziiert.  Zum anderen können (2) 

Hypothesen zu parkinsonoiden Bewegungsstörungen vaskulärer Genese aufgestellt werden.

(1) Kronenberg et al. haben im MCAo-Mausmodell gezeigt, dass eine Citalopram-Gabe ab Tag 7 

ein besseres Outcome in  etablierten Verhaltenstests  herbeiführt.  Dazu zählten die  quantitative 

Erhebung  von  Spontanaktivität,  Angst  und  Anhedonie.  Diese  dienen  insbesondere  zur 

Einschätzung  depressiven  Verhaltens.  Citalopram  führte  ebenfalls  zu  einer  Protektion 

dopaminerger  Neurone  in  der  ipsilateralen  SN  (Kronenberg  et  al.  2012).  Dies  ist  hinweisend 

darauf, dass die EPND an der Pathophysiologie der PSD beteiligt ist. Bisher ist diese Assoziation 

jedoch  ungenügend  erklärt  (Baron  et  al.  2014) An  diese  Ergebnisse  können  sich  weitere 

Untersuchungen  anschließen,  die  erklären,  auf  welche  Weise  genau  Citalopram  eine  EPND 

vermindert.  Diese  können  gleichzeitig  Aufschluss  über  pathophysiologische  Mechanismen  der 

EPND geben. Des weiteren verweisen Kronenberg et al. auf klinische Studien, die zeigen, dass 

Antidepressiva vom Typ der SSRIs im Falle einer PSD nicht allein eine antidepressive Wirkung 

zeigen, sondern auch motorische Funktionen nach Schlaganfall verbessern. Damit sei die weitere 

Erforschung des funktionellen Phänotyps nach Schlaganfall, sowie der neuroprotektiven Wirkung 

von  Antidepressiva  vielversprechend  in  Hinblick  auf  die  Translation  bzw.  Übersetzbarkeit  von 

experimentellen Erkenntnissen auf die klinische Anwendung (Kronenberg et al. 2014). 

 

(2) Die sensomotorische Testung der EPND im Mausmodell steht noch am Anfang. Nach einer 

exzitatorischen striatalen Läsion gibt es zum einen Hinweise, dass der GABA-Agonist Muscimol zu 

einer  geringeren  Verbesserung  des  sensormotorischen  Outcomes  führt  (Schallert,  Jones  und 

Lindner  1990).  Andererseits  führt  eine  STN-Ablation  vor  der  Läsion  zu  einer  Umkehrung 

asymmetrischer  Bewegungsstörungen  (Saji  et  al.  1997).  Die  Rolle  der  exzitatorischen  und 
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inhibitorischen Inputs bleibt hierbei unklar. Zudem gibt es hierzu keine Studien zur dopaminergen 

Neurodegeneration nach MCAo.

Zusätzlich zu den üblichen sensomotorischen Tests wären spezifische Tests für das nigrostriatale 

System hilfreich. Solche finden bisher in der Parkinsonforschung Verwendung. Es bietet sich somit 

an, diese für das MCAo-Mausmodell zu modifizieren. 

Auf  allgemeine  Probleme  sensomotorischer  Tests  im  MCAo-Mausmodell  ist  ausführlich  von 

Balkaya  et  al.  hingewiesen  worden:  häufig  werden  sie  inadäquat  von  Rattenmodellen 

übernommen. Zudem sind sie kaum standardisiert. Dennoch sind sie notwendig zur Einschätzung 

des funktionellen Outcomes, insbesondere nach therapeutischen Interventionen  (Balkaya et  al. 

2013).

Die funktionelle Relevanz der EPND in der SN kann nur eingeschätzt werden, wenn die Funktion 

der SN isoliert betrachtet werden kann. Dies stellt ein Problem dar, da auch das Striatum betroffen 

ist. Es muss also eine Kontrolle etabliert werden, in der eine spezifische Neuroprotektion der SN 

nach striatalem Infarkt gewährleistet ist. Nach den Ergebnissen von Kronenberg et al. bietet sich 

Citalopram an (Kronenberg et al. 2012). Nach unseren Ergebnissen kann auch MK-801 in Betracht 

gezogen werden. Allerdings ist hierbei die schädigende Wirkung von MK-801 zu berücksichtigen. 

Neuroprotektion 

Die Erforschung subakut  neuroprotekiver Substanzen im Rahmen der SN hat mindestens drei 

Gründe:  (1)  zuvorderst  steht  das  Interesse  an  klinisch  einsetzbaren  Neuroprotektiva  nach 

Schlaganfall, (2) in experimentellen Untersuchungen sind neuroprotekive Substanzen notwendig 

zum  Verständnis  der  funktionellen  Relevanz  der  EPND,  und  (3)  mithilfe  neuroprotektiver 

Substanzen lassen sich in experimentellen Untersuchungen die zugrundeliegenden Mechanismen 

der EPND besser verstehen. 
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In einem aktuellen Review zur PSD führen Kronenberg et al. die neuroprotektiven Eigenschaften 

von Antidepressiva wie Citalopram an, die über die antidepressive Wirkung hinausgehen. Dabei 

hat sich bereits sowohl in klinischen als auch in tierexperimentellen Studien gezeigt, dass sie auch 

nach subakuter Gabe einen positiven Effekt auf die motorische Funktionsrestitution haben. Damit 

sind sie als subakut einsetzbare Neuroprotektiva äußerst interessant (Kronenberg et al. 2014). 

Im  Anschluss  an  die  Ergebnisse  unserer  Studien  lässt  sich  FK506  nicht  als  subakutes 

Neuroprotektivum bestätigen. Wir können jedoch nicht ausschließen, dass es in höherer Dosierung 

einen positiven Effekt haben könnte. 

Wir konnten zeigen, dass MK-801 nach subakuter Applikation einen positiven Effekt hat. Somit 

können wir die Beteiligung eines exzitotoxischen Mechanismus bei der EPND bestätigen. Da MK-

801 allerdings auch neurotoxische Effekte aufgewiesen hat, eignet es sich weniger für funktionelle 

Studien und nicht für den klinischen Einsatz. 

Eine weitere Substanz, die in den exzitotoxischen Mechanismus eingreift, ist der GABA-Agonist 

Muscimol.  Dieser zeigte bereits einen neuroprotekiven Effekt auf die SN, wenn es 24 Stunden 

nach  striatalem  Infarkt  appliziert  wird  (Yamada  et  al.  1996).  Es  sollten  sich  hier  Studien 

anschließen, die den Effekt einer subakuten Gabe von Muscimol untersuchen. 

Als weitere Untersuchungsgegenstände sind körper-eigene Neuroprotektiva von Interesse, die in 

Zusammenhang  mit  einer  zerebralen  exzitotoxischen  Schädigung  stehen.  So  gibt  es  im 

Rattenmodell bereits erste Untersuchungen zum Brain-Derived-Neurotrophic-Factor (BDNF) in der 

ipsilateralen SN nach striataler Läsion. Wird das Striatum exzitotoxisch geschädigt, kommt es zu 

einem Anstieg von BDNF. Es wurde beobachtet, dass bei ausbleibendem Anstieg von BDNF die 

dopaminerge Neurodegeneration in der SN geringer war (Canudas et al. 2005; Volpe, Wildmann 

und Altar 1998). 

In dieser Arbeit habe ich den Effekt einer anti-exzitotoxischen und einer anti-inflammatorischen 

Substanz  untersucht.  Es  gibt  jedoch  bereits  auch  deutliche  Hinweise  auf  die  neuroprotektive 
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Wirksamkeit der anti-apoptotischen Caspase-Inhibitoren z-VAD.FMK und z-DEVD.FMK. Diese sind 

im murinen EPND-Modell  bisher  nach akuter  Gabe bis  zu  6  Stunden nach MCAo untersucht 

worden (Endres et al. 1998). Eine Untersuchung zur subakuten Wirksamkeit steht noch aus.
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