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Abbildung 14: Darstellung des optischen Phanomens SHG. Links: die Dura mater in der
TPLSM. Malstabsleiste = 50 ym. Rechts: eine Rekonstruktion der Dura mater
(Blau) und der darunter verlaufenden BlutgefaRe (Grin). Malstabsleiste = 100

Abbildung 15: Aufnahmen mittels CLSM eines immunhistologisch gefarbten
Hirnschnitts. Das Gehirn stammt von einer Maus an Tag 28 nach Schlaganfall.
Zu erkennen sind Zellkerne (Blau), Astrozyten (Rot) und Immunzellen (Gran).
Rechts in 40-facher VergroRerung und Links in 63-facher VergrofRerung.
Malstabsleiste = 50 JM........oiiiiiii e -47 -

Abbildung 16: Die Aufnahmen von Astrozyten mittels TPLSM. Links: GFAP-GFP-positive
Zellen, angeregt mit einer Wellenlange von 920 nm. Rechts: SR101-positive
Zellen, angeregt mit einer Wellenlange von 1100 nm. Malstabsleiste = 50 ym. -

48 -
Abbildung 17: Kolokalisation der GFAP-positiven Zellen und der SR101-positiven Zellen.
Malstabsleiste = 50 M........oiiiiiiii e -49 -

Abbildung 18: Beispielhaft dargestellt die Rekonstruktion von BlutgefalRe mit Imaris.
Links die Aufnahme mittels TPLSM und rechts die entsprechende
Rekonstruktion. MaRstabsleiste = 100 UM, .......ooovviiiiiiiiiiiee e, -51-

Abbildung 19: Messung des gleichen Bildausschnitts, mithilfe des Ti:Sa mit 850 nm
(links), mit 930 nm (Mitte) und des OPO mit 1100 nm (rechts) an Tag 28 nach
dMCAo0. Malstabsleiste = S0UM. .....cooiiiiiiiice e -54 -

Abbildung 20: Messung des gleichen Bildausschnitts mit Line Average 1 (links) und mit
Line Average 4 (rechts) an Tag 28 nach ShamOP. Mithilfe von FITC sind
Blutgefal’e dargestellt. Gesamtes Bild: Malstabsleiste = 50 ym, Bildausschnitt:

Malstableiste = 50 M. ....oueiiii e -55-
Abbildung 21: Darstellung des gesamten CCW, hier zu sehen Astrozyten einer GFAP-
GFP-positiven Maus. Mal3stabsleiste = 300 pm. .........ccooviiiiiiiiieniieeiiinn, -56 -

Abbildung 22: Die Abbildung zeigt in zwei verschiedenen Ansichten (links Aufsicht auf
den Kortex, rechts sagittale Ansicht) die Aufnahme von YFP-markierten Thy1-
positiven Neuronen mittels TPLSM. Malstabsleiste = 50 ym..................... -57 -

Abbildung 23: Darstellung von Astrozyten in vivo an Tag 3 nach ischamischem
Schlaganfall mittels TPLSM durch die intrakortikale Applikation von SR101.
MaRstabsleiste = 50 M. ......oooiiiiiiiiiiii -58 -

Abbildung 24: Darstellung von Astrozyten (Rot, SR101) und Blutgefalen (Grun, FITC-
Dextran) mittels in vivo TPLSM an Tag 3 nach ischadmischem Schlaganfall.

MaRstabsleiste = 50 M. ......oooviiiiiiiiiiie -58 -
Abbildung 25: : Darstellung von Astrozyten (Rot, SR101) und Neuronen (Gelb, YFP)
mittels in vivo TPLSM. Malstabsleiste = 50 pm. .........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiininnnns -59 -

Abbildung 26: Darstellung von BlutgefaBen mit den  verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen mittels TPLSM. Von links nach rechts: FITC-Dextran
(Grun), TRITC-Dextran (Rot) und Cascade Blue (Blau). Malstabsleiste = 50 um.

..................................................................................................................... - 60 -
Abbildung 27: Darstellung von Blutgefalen mit FITC-Dextran mittels IVM an Tag 7 nach
Operation des CCW. Mal3stabsleiste = 0.06 mm. ...........oovviiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. - 60 -
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3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Ml Mikroliter

pm Mikrometer

BBB engl. blood brain barrier

CCW engl. chronic cranial window

cm Zentimeter

dMCAo engl. distal middle cerebral artery occlusion
eGFP engl. enhanced green fluorescent protein
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

GFAP engl. glial fibrilllary acidic protein

IVM Intravital-Epifluoreszenz-Videomikroskopie
MCA engl. middle cerebral artery

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

Mw engl. molecular weight

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer

NVU engl. neurovascular unit

OPO optisch parametrischer Oszillator

PTM engl. photomultiplier tube

rt-PA engl. recombinant tissue plasminogen activator
ShamOP engl. sham surgery

SHG engl. second harmonic generation

SR101 Sulforhodamin 101

Ti:Sa Titan:Saphir

TPLSM engl. two-photon laser scanning fluorescence microscopy / microscope
TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat

YFP engl. yellow flourescent protein



4  ZUSAMMENFASSUNG IN DEUTSCHER SPRACHE

Ein ischamischer Schlaganfall wird durch den akuten Verschluss eines relevanten
Hirngefalles verursacht und bewirkt eine Sauerstoff- und Nahrstoffunterversorgung in
dem Dbetroffenen Hirnareal. Folglich beginnt eine Kaskade von pathologischen
Prozessen, die das Absterben von Zellen und damit den Funktionsverlust dieser
Hirnregion zur Folge haben kann. Bei der Patientin oder dem Patienten kann dies
irreversible korperliche oder geistige Behinderungen und sogar den Tod verursachen.
Das Ziel aktueller Forschung ist es, die pathophysiologischen Prozesse nach
ischamischem Schlaganfall detaillierter zu verstehen und mogliche Therapien zu

entwickeln.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Detektion und Analyse der Veranderungen
der neurovaskuldren Einheit nach ischamischem Schlaganfall. Der Begriff
neurovaskuldre Einheit beschreibt die komplexe Interaktion aus Endothelzellen,
Neurone, Astrozyten, Myozyten, Perizyten und Komponenten der extrazellularen Matrix,
die den Austausch von Substanzen zwischen Blutgefalsystem und Hirnparenchym

reguliert.

Zur Untersuchung der Folgen des ischamischen Schlaganfalls in Bezug auf die
neurovaskulare Einheit stellte die Untersuchung mittels konfokaler
Laserscanmikroskopie von post mortem immunhistochemisch fluoreszenzmarkierten
Hirnschnitten den bisherigen Goldstandard dar. Die in vivo Zwei-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie ermdoglicht eine multidimensionale, longitudinale Analyse der
neurovaskularen Einheit und stellt u.a. aufgrund der hdheren Eindringtiefe einen
erheblichen methodischen Fortschritt dar. Fur die Induktion des ischamischen
Schlaganfalls verwendeten wir das Mausmodell der distalen Okklusion der Arteria cerebri
media mittels Elektrokoagulation. Weiterhin wurde ein chronisch kraniales Fenster
implantiert, welches die in vivo Untersuchungen an Tag 3, 7 und 28 nach distaler
Okklusion der Arteria cerebri media ermdglichte.

Mittels statistischer Analyse wurden die Parameter Geféd3durchmesser und Gefél3dichte
nach distaler Okklusion der Arteria cerebri media mit einer Kontrollgruppe verglichen. Es
zeigte sich eine signifikante Erhohung des Gefalldurchmessers an Tag 3 nach der
Intervention im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem deutete sich eine erhohte
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Neubildung von BlutgefaRen an Tag 7 nach distaler Okklusion der Arteria cerebri media
aufgrund der im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéhten Gefalddichte an. An Tag 28 nach
der Intervention wurde ein weitgehend rehabilitiertes Gefalisystem beobachtet. Kein
signifikanter Unterschied konnte hinsichtlich der genannten Parameter zwischen

Infarktkern und Peri-Infarktzone detektiert werden.

Die in vivo Untersuchung mittels Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie stellt eine
hervorragende Moglichkeit dar, die neurovaskulare Einheit nach ischamischem
Schlaganfall am Mausmodell zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit stellt die Methodik
und die Ergebnisse dieser Untersuchungen vor und diskutiet Grenzen und

Verbesserungsmaoglichkeiten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG IN ENGLISCHER SPRACHE

An ischemic stroke is caused by the acute occlusion of a relevant, brain-supplying vessel
and causes an oxygen and nutrient shortage in the affected brain area. As a result, a
cascade of pathological processes is initiated, which leads to cell death and loss of
function in the affected area of the brain. This can cause irreversible physical or mental
disabilities and even the patient’s death. The aim of today’s research is to understand the
pathophysiological processes after ischemic stroke in more detail and, if possible, to

intervene medically in order to improve the patient's treatment outcome.

Current studies focus on the characterization and the analysis of the damage inflicted on
the neurovascular unit after ischemic stroke. The term neurovascular unit describes the
complex interaction of endothelial cells, neurons, astrocytes, myocytes, pericytes and
components of the extracellular matrix that regulate the exchange of substances between

the blood vessel system and the brain parenchyma.

Examination by means of confocal laser scanning microscopy of post mortem
immunohistochemically fluorescence-labeled brain slices has been the gold standard to
investigate the consequences of ischemic stroke inflicted on the neurovascular unit. In
vivo two-photon laser scanning fluorescence microscopy enables a multidimensional,
longitudinal analysis of the neurovascular unit and represents a significant
methodological progress due to the greater penetration depth, amongst other things. To
induce the ischemic stroke, we used the mouse model of the distal middle cerebral artery
occlusion using electrocoagulation. Furthermore, a chronic cranial window was
implanted, which enabled in vivo investigations on days 3, 7 and 28 after distal middle
cerebral artery occlusion.

Using statistical analysis, the parameters vessel diameter and vessel density after distal
middle cerebral artery occlusion were compared with a control group. There was a
significant increase in the vessel diameter on day 3 after the intervention compared to the
control group. In addition, there was an increased formation of new blood vessels on day
7 after distal middle cerebral artery occlusion due to the trend towards increased vessel
density. A largely rehabilitated vascular system could be observed on day 28 after the
intervention. No significant difference could be detected between the ischemic core and
the peri-infarct zone with regard to the parameters mentioned.
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The in vivo investigation using two-photon laser scanning fluorescence microscopy is an
excellent method to study the neurovascular unit after ischemic stroke in a mouse model
in vivo. This thesis presents the methodology and the results of these investigations and

also discusses limitations and possibilities for improvement.
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6 EINLEITUNG

6.1 Ischamischer Schlaganfall

6.1.1 Definition und Inzidenz

Weltweit gilt der Schlaganfall als die zweithaufigste Todesursache und stellt die
Hauptursache fur eine bleibende psychische oder physische Behinderung dar (Donnan
et al., 2008). Definiert wird der Schlaganfall durch den akuten neuronalen
Funktionsverlust in einem relevanten Teilgebiet des Gehirns, der Retina oder des
Ruckenmarks (Hankey, 2017). Im Jahr 2016 lag in Deutschland das Risiko ab einem Alter
von 25 Jahren einen Schlaganfall zu erleiden zwischen 23,0 und 28,9% (Collaborators et
al., 2018). Auch im Falle eines nicht todlichen Verlaufs leiden Patientinnen und Patienten
haufig an den Folgen der Erkrankung. Eine Analyse der ,Global Burden of Disease Study*
aus dem Jahr 2017 bezifferte die Jahre, die Menschen weltweit beeintrachtigt durch die
Folgen eines ischamischen Schlaganfalls leben, fur das Erscheinungsjahr der Studie auf
18 695400 — der hochste Wert in der Kategorie ,Kardiovaskulare Erkrankungen®
(Collaborators, 2017).

Man unterscheidet zwei Arten des Schlaganfalls: Haufiger tritt der ischdmische
Schlaganfall auf, bei dem ein akuter Gefalverschluss der Grund fir eine
Minderversorgung des betroffenen Areals mit Sauerstoff und Nahrstoffen ist. Seltener
kommt es zu einem hdmorrhagischen Schlaganfall. Hierbei 16st eine Blutung eine relative
Minderversorgung aus. Wahrend das Lebenszeitrisiko weltweit flr einen
hamorrhagischen Schlaganfall ab einem Alter von 25 Jahren mit 8,2% bemessen wurde,
lag es bei einem ischamischen Schlaganfall bei 18,3% (Zhao and Huang, 2019).
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung des ischamischen

Schlaganfalls.

6.1.2 Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls

Der Schadigungsmechanismus eines ischamischen Schlaganfalls beruht nicht nur auf
dem akuten Verschluss einer relevanten Arterie des Gehirns und der damit

einhergehenden Minderversorgung mit den Uberlebensnotwendigen Substanzen, die im
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Blut enthalten sind. Vielmehr fihrt die Sauerstoff- und Nahrstoffunterversorgung zu einer

Kaskade an Reaktionen in dem betroffenen und umliegenden Gewebe.

Dirnagl et al. teilen die Schadigung des Gewebes durch einen ischamischen Schlaganfall
in die Mechanismen Exzitotoxizitit, Peri-Infarkt-Depolarisation, Entziindung und
Apoptose ein. Die Unterbrechung der Zufuhr von Sauerstoff und Glukose bewirkt eine
Depolarisation der Zelle. Exzitotoxizitat bezeichnet den nun einsetzenden Prozess:
Intrazellular erhdhen sich die Konzentrationen von Calcium, Natrium und Chlorid,
wohingegen Kalium und exzitatorische Neurotransmitter, insbesondere Glutamat, in den
Extrazellularraum freigesetzt werden. Die fehlende prasynaptische Wiederaufnahme
verstarkt den entstanden Uberschuss an exzitatorischen Neurotransmittern. Der Bereich,
der weiterhin partiell durchblutet wird, wird als Peri-Infarktzone oder Penumbra (dt.
Halbschatten) bezeichnet. Hierhinein kdnnen sich die Depolarisationswellen aus dem
Infarktkern, sog. Peri-Infarkt-Depolarisationen, ausbreiten. In den depolarisierten Zellen
werden zahlreiche Enzymsysteme, wie z.B. Proteasen Lipasen und Endonukleasen,
durch die erhohte intrazellulare Konzentration von Calcium aktiviert. Diese
Enzymsysteme zerstoren u.a. die Zellwand, wodurch freie Radikale gebildet werden,
welche wiederum die Synthese von proinflammatorischen Genen anregen. Auch die
Membran der Mitochondrien verliert ihre Stabilitat — die Freisetzung von darin

gespeichertem Cytochrom C fuhrt zur Apoptose der Zelle (Dirnagl et al., 1999).

Exzitotoxizitat

Inflammation

Wirkung

Apoptose

Minuten Stunden Tage

Zeit

Abbildung 1: Mutmallicher Ablauf der Schadigungsmechanismen des ischamischen Schlaganfalls.
Einzeln dargestellt im Ausmal ihrer Wirkung sind im die zeitlichen Verlauf die Mechanismen Exzitotoxizitat,
Peri-Infarkt-Depolarisationen, Inflammation und Apoptose. Eigene Darstellung nach (Dirnagl et al., 1999).
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Die Erhéhung der intrazellularen Natrium- sowie Chloridkonzentrationen und der damit
einhergehende Wassereinstrom flihren zudem zur Bildung eines sog. zytotoxischen

Odems im betroffenen Gewebe (Rosenberg, 1999).

6.1.3 Therapie des ischamischen Schlaganfalls

Eine der ersten vielversprechenden klinischen Experimente zur Verbesserung des
Behandlungsergebnis nach einem ischamischem Schlaganfall, war im Jahr 1995 die
Gabe des rekombinanten gewebsspezifischem Plasminogenaktivator (rt-PA = engl.
recombinant tissue plasminogen activator), einem Fibrinolytikum. Bei intravendser
Injektion innerhalb der ersten drei Stunden nach Beginn des ischamischen Schlaganfalls,
lie® sich drei Monate spater ein erhdhter Barthel-Index, ein Wert zur Beurteilung der
Fahigkeit der Bewaltigung alltaglicher Aufgaben, erkennen (National Institute of
Neurological and Stroke rt, 1995). In diesem Zusammenhang wurde die Bevdlkerung
auch fur die Frihzeichen und daraus resultierendem schnellen Handeln im
Zusammenhang mit dieser Erkrankung sensibilisiert, z.B. durch die sog. ,Brain Attack®-

Kampagne der ,American Heart Association“ (Lenzer, 2002).

In der Veroffentlichung der Leitlinien im Jahr 2021 durch die ,Europaische Schlaganfall-
Gesellschaft® wird rt-PA als das am meisten verabreichte Fibrinolytikum nach
ischamischem Schlaganfall betitelt (Berge et al., 2021). Die genannte Leitlinie empfiehlt
die Anwendung von rt-PA unabhangig vom Alter innerhalb der ersten viereinhalb Stunden
nach Symptombeginn. Als Ausnahmen fir diese Anwendung gelten u.a. die Einnahme
von direkten oralen Antikoagulantien, kirzlich erfolgte gréfiere chirurgische Eingriffe oder
das Vorliegen eines schweren Traumas, einer Endokarditis oder einer Aortendissektion
(Berge et al., 2021).

Immer wieder allerdings kommt es zu VerstoRen in der Gabe oder der Nicht-Gabe des
Fibrinolytikums, hauptsachlich wegen des Risikos einer intrazerebralen Blutung
(Weintraub, 2006).

Bei Patientinnen und Patienten mit dem Verschluss eines grof3en Gefaldes im vorderen
Stromgebiet, genauer der Arteria carotis interna oder dem M1- oder M2-Segment der
Arteria cerebri anterior, ist au3erdem die endovaskulare Entfernung des Blutgerinnsels

in Erwagung zu ziehen (Mokin et al., 2019). Diese Intervention wird auch als mechanische
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Thrombektomie bezeichnet. Sie ist, je nach Definition der Kriterien, in 3-22% der
ischamischen Schlaganfalle mdglich, wobei das Zeitfenster mit 16 Stunden - und in
ausgewahlten Fallen bis zu 24 Stunden - nach Symptombeginn deutlich groR3er ist (Mokin
et al., 2019). Zu beachten ist, dass die mechanische Thrombektomie in Kombination mit
der Gabe eines Fibrinolytikums der alleinigen Durchfihrung der mechanischen

Thrombektomie Uberlegen ist (Turc et al., 2019).

Die Leitlinie der Amerikanischen Herzgesellschaft empfiehlt folgend auf die notfallmafige
Behandlung des ischamischen Schlaganfalls zudem die medizinische Rehabilitation,
welche zum einen von groller Kklinischer Relevanz sei und zum anderen das
Morbiditatsrisikos aufgrund von Immobilitdt, Depression, Autonomieverlust oder
reduzierter Selbststandigkeit senken kann. Der stationare Aufenthalt in einer
Rehabilitationseinrichtung ist dabei dem Aufenthalt im Pflegeheim vorzuziehen. Die
Dauer, Intensitat sowie der genaue Ablauf des Aufenthalts ist der Art der kdrperlichen

oder geistigen Beeintrachtigung anzupassen (Winstein et al., 2016).

6.2 Neurovaskulare Einheit

6.2.1 Aufbau und Funktion

Eine optimale Versorgung und Funktion des Gehirns wird laut Andreone et al. durch drei

Komponenten gewabhrleistet (Andreone et al., 2015):

e die intakte Struktur des Gefalisystems, das Blut und Nahrstoffe in das
Gehirnparenchym transportiert,

e die funktionelle Blut-Hirn-Schranke (BBB = engl. blood-brain barrier) zur
Aufrechterhaltung der Homoostase

¢ und die Regulierung des zerebralen Blutflusses, angepasst an den Energiebedarf

des entsprechenden Hirnareals.

Die BBB als Begrenzung des zerebralen Gefallsystems besteht aus Endothelzellen und
den Tight Junctions und hat zur Aufgabe, im Blut zirkulierende Plasmabestandteile,
Erythrozyten oder Leukozyten nicht unkontrolliert in das Hirnparenchym bzw. den Liquor
cerbrospinalis Ubergehen zu lassen (Zlokovic, 2008). Aufgabe der BBB ist es, die

Neurone vor diesen Komponenten zu schitzen, da eine Verletzung der BBB, und die
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damit verbundene Stérung der Homdostase, die synaptische Ubertragung sowie die

neuronale Funktionsweise erheblich beeintrachtigen kann (Zlokovic, 2008).

Zu der physikalischen Begrenzung zahlen weitere Prozesse, die die Trennung von Blut
und Zentralnervensystem und damit den Schutz der Neurone sicherstellen (Jiang et al.,
2018). Um den morphologischen, aber auch funktionellen Zusammenhang zu betonen,
werden all diese Komponenten als neurovaskuldre Einheit (NVU = engl. neurovascular
unit) bezeichnet. Im Sinne einer Barriere tragt die Interaktion von mehreren Elementen
zur Aufrechterhaltung der Homdostase sowie zur Abwehr von Entzindungsprozessen
und Erkrankungen bei (Jiang et al., 2018). Zu den Elementen der NVU zahlen neben den
Endothelzellen auch Neurone, Astrozyten, Myozyten, Perizyten und Komponenten der
extrazellularen Matrix (Muoio et al., 2014). Teilweise werden zudem Mikroglia und

Interneurone der NVU zugerechnet (Liebner et al., 2018).

Astrozytische

EndfiiRchen Endothelzellen

= Interneurone
Perizyten

Tight Junctions

Mikroglia

Abbildung 2: Die Komponenten der NVU bilden eine funktionelle Einheit. Gezeichnet sind hier:
Endothelzellen, Neurone, Astrozyten mit astrozytischen Endftifichen, Neurone, Tight Junctions, Mikroglia
und Interneurone. Eigene Darstellung nach (Abbott et al., 2006).

Bei einem ischamischen Schlaganfall verliert die NVU ihre Integritat, eine Veranderung,
die u.a. zu einer erhdhten Permeabilitat der Gefalde fuhrt (Jiang et al., 2018). Neben dem

beschriebenen zytotoxischen Odem, bildet sich zusatzlich ein vasogenes Odem aus. Der
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erhdhte Flussigkeitsstrom steigert das Risiko einer sekundaren Einblutung (Rosenberg,
1999). Zudem besteht die Gefahr, dass durch den extravasalen Flissigkeitsaustritt

intaktes Hirnparenchym komprimiert wird.

Laut Huang et al. stell eine gestorte BBB auch eine Eintrittspforte fur Leukozyten dar.
Neutrophile Granulozyten adharieren wahrend der ischamischen Phase an das Endothel
und wandern bei der Reperfusion vermehrt in das umliegende Gewebe ein, wo sie die

Entzindungsreaktion verstarken (Huang et al., 2006).

Die Funktion der Peri-Infarktzone ist zwar vorerst beeintrachtigt, kann jedoch im Fall der
Reperfusion wiederhergestellt werden. Bedingung hierflr ist, dass dieses Areal nicht, z.B.
durch eine Entzindungsreaktion, weiter geschadigt wird. Folglich stellt die
Aufrechterhaltung bzw. die Wiederherstellung der BBB — und weiter gefasst, der NVU —
einen entscheidenden Ansatzpunkt der mit dem ischamischen Schlaganfall befassten
Forschung dar (Freitas-Andrade et al., 2020).

6.2.2 Neurone

Allgemein unterscheidet im Nervensystem die Zellpopulation der Neurone und die der
Neuroglia. Zuerst soll die Aufgabe Zellpopulation der Neurone beschrieben werden, im

Anschluss die der Neuroglia.

Ein Neuron besteht aus einem Zellkdrper, dem Soma, zahlreichen Dendriten, welche
Signale anderen Zellen empfangen kénnen, und dem Axon, welches Signale an andere
Zellen weiterleitet. Innerhalb eines Neurons werden Informationen Uber elektrische
Signale weitergeleitet, wohingegen die Kommunikation zwischen zwei Neuronen oder
einem Neuron und einer anderen Zelle mithilfe von chemischen Signalmolekilen,
Neurotransmittern, stattfindet (Lovinger, 2008). Die Ubertragungsstelle zwischen zwei
Neuronen oder einem Neuron und einer anderen Zelle wird als Synapse bezeichnet. Eine
Synapse kann spezifischer in zwei Komponenten eingeteilt werden: in die Prédsynapse

der signallbertragenden Zelle und in die Postsynapse der Zielzelle.

Donald Olding Hebb postulierte in seinem 1949 veroffentlichten Werk ,The Organization
of Behaviour: A Neuropsychological Theory“ die heute als Hebbsche Lernregel bekannte
These: Das haufige Erregen einer Nervenzelle A bewirkt, dass sich morphologische oder

metabolische Verbindungen zu einer benachbarten Nervenzelle B, welche simultan
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erregt wird, ausbilden und somit die simultane Erregung in der Zukunft wahrscheinlicher
wird. Der Originaltext lautet: “When an axon of cell A is near enough to excite cell B and
repeatedly or persistently takes part in firing it, some growth process or metabolic change
takes place in one or both cells such that A ‘s efficiency, as one of the cells firing B, is
increased.” (Hebb, 1949). Hebb legte somit den Grundstein fir das Konzept der
Ssynaptischen Plastizitdt, die Tatsache, dass sich es sich bei Synapsen um formbare
Verbindungen handelt, welche ein entscheidende Bedeutung u.a bei assoziativen
Lernprozessen und der Bildung des deklarativen Gedachtnisses einnehmen (Whitcomb
et al., 2011).

Die Postsynapsen sind im zentralen Nervensystem zu einem Grofteil auf
knollenférmigen Ausstilpungen der Dendriten zu finden, auf sog. dendritischen Spines
(Hlushchenko et al., 2016).

Trachtenberg et al. beobachteten am Mausmodell mittels Zwei-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie (TPLSM = engl. two-photon laser scanning microscopy /
micoscope) und Rasterelektronenmikroskopie dendritische Spines an Pyramidenzellen
der Schicht V des Kortex und stellten folgenden Zusammenhang fest: Das Aussprief3en
dendritischer Spines war mit dem Ausbilden einer Synapse verbunden, das Zurtickziehen

eines dendritischen Spines mit dem Auflésen einer Synapse (Trachtenberg et al., 2002).

Bei einem ischamischen Schlaganfall kommt es infolge der in 6.1.2 beschriebenen
pathophysiologischen Prozesse zum Untergang von Nervenzellen. Bei einem typischen
Verschluss eines grolien Hirngefales sind es pro Stunde ca. 120 Millionen Neurone, eine
Veranderung, die — verglichen mit dem gewohnlichen Untergang von Neuronen — einer
Alterung des Gehirns um 3,6 Jahre entspricht (Saver, 2006). Wahrend die Apoptose in
dem Infarktkern in den Minuten nach dem ischamischen Schlaganfall beginnt, setzt sie

in der Peri-Infarktzone erst nach Stunden bis Tagen ein (Radak et al., 2017).

In der Peri-Infarkzone beobachteten Ito et al. bis Tag 4 nach ischamischem Schlaganfall
eine Abnahme der Anzahl von Synapsen, synaptischen Vesikeln und dendritischen
Spines und eine Abnahme des prozentualen Volumens von Axonterminalen und
dendritischen Spines. Nach 1-12 Wochen erhdhten sich diese Werte jedoch wieder, sogar

bis Uber das Niveau einer Kontrollgruppe hinaus (Ito et al., 2006).
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6.2.3 Astrozyten

Die Neuroglia wurden erstmals im Jahr 1871 durch Rudolph Virchow in seinen
,Vorlesungen Uuber Pathologie® so benannt. Neuroglia wurden damals noch als
.,Nervenkitt bezeichnet und dem Bindegewebe zugerechnet, ,uber die Art der
Zusammensetzung und Uber die Ausdehnung“ war man sich jedoch noch uneinig
(Virchow, 1871).

Im Jahr 1895 bezeichnete Michael v. Lenhossék die Neuroglia mit dem Begriff
L2Astrocyten®. Er sprach sich gegen die damals vorherrschende Meinung aus, dass es
sich um ein Stlitzgewebe handle, um eine ,mortelartige Zwischenmasse®, sondern
pladiert viel eher fur die Auffassung als ein Geflecht von Zellen einer ,besonderen
Zellgattung®. Als Bezeichnung schlagt er den Begriff ,Spinnenzellen“ oder ,Astrocyten”
vor (Lenhossék, 1895).

Fig. 20.
Spinnenzelle aus dem Riickenmarke eines %4jihrigen Kindes.

Abbildung 3: Eine der ersten Zeichnungen einer sog. ,Spinnenzelle®, heute genannt ,Astrozyt®, in einem
Werk aus dem Jahr 1895 (Lenhossék, 1895).

Die noch heute gultige Differenzierung der Neuroglia in die drei Zellarten Astrozyten,
Oligodendrozyten und Mikrogliazellen ist im Jahr 1919 durch den Spanier Pio del Rio-
Hortega, einem ehemaligen Schuler von Santiago Ramon y Cajal, vorgenommen worden
(Sierra et al., 2016). Del Rio-Hortega unterschied zudem proteoplasmatische Astrozyten,
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welche in der grauen Substanz lokalisiert seien, von fibrilldren Astrozyten, welche

ausschlieBlich in der weil3en Substanz zu finden seien (Sierra et al., 2016).

Laut B. Liu et al. ist diese Einteilung ist noch heute giltig und wurde mittlerweile weiter
ausgefuhrt: Die proteoplasmatische Astrozyten sind naher an den Neuronen lokalisiert
und besitzen neben einer hoheren Anzahl an Zellorganellen auch dickere, kurzere und
starker verzweigte Fortsatze, welche teilweise zu den neuronalen Synapsen oder den
Blutgefalten fuhren. Die fibrillaren Astrozyten hingegen besitzen weniger, aber dafur
langere Fortsatze, welche axonalen Bahnen als mechanischen sowie metabolische

Unterstitzung dienen (Liu et al., 2017).

Mit der Entwicklung von neuen Untersuchungsmethoden konnten Astrozyten im Verlauf
zusatzlich anhand einzelner Proteinstrukturen unterschieden werden. Das saure
Gliafaserprotein (GFAP = engl. glial fibrilllay acidic protein) wurde als Bestandteil des
astrozytaren Zytoskeletts, genauer als dominierendes Intermediarfilament, identifiziert
und seitdem in zahlreichen Studien als ein ldentifikationsmerkmal von Astrozyten
verwendet (Middeldorp and Hol, 2011).

In Bezug auf die NVU sind Astrozyten morphologisch zwischen Blutgefallen und
Neuronen lokalisiert (Liu et al., 2020). Unter physiologischen Bedingungen starken
Astrozyten die Funktion der BBB, indem sie mit ihren sog. EndfliRchen (engl. end-feet)
abluminal die Blutgefalle nahezu vollstandig umschlieien und das Protein sonic
hedgehog sekretieren, welches die Tight Junctions der BBB reguliert (Obermeier et al.,
2013).

Nach B. Liu sind Astrozyten auch an der Bildung von neuronalen Synapsen durch die
Kontrolle des Kalium- und des Neurotransmitter-Levels im Extrazellularraum und somit
des pH-Werts beteiligt. Weiterhin stellen sie Neuronen uUber den Astrozyten-Neuronen-
Laktat-Shuttle Energie in Form von Pyruvat bereit, kdnnen Neurone vor reaktiven
Sauerstoffspezies schitzen und regulieren zudem den zerebralen Blutfluss (Liu et al.,
2017).

In pathophysiologischen Prozessen ist die Funktion der Astrozyten vielfaltig. Bei einem
ischamischen Schlaganfall nehmen Astrozyten z.B. den zu zahlreich ausgeschutteten
Neurotransmitter Glutamat auf und schitzen damit Neurone zumindest teilweise vor der
Exzitotoxizitat (Swanson et al., 2004). Als reaktive Astrogliose (engl. reactive astrogliosis)

wird das Phanomen bezeichnet, dass Astrozyten, welche auf veranderte, pathologische
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Bedingungen reagieren, ihre morphologischen und funktionellen Eigenschaften
verandern (Xu et al., 2020).

So bilden z.B. reaktive Astrozyten nach ischamischem Schlaganfall in der Peri-
Infarktzone eine Abgrenzung zu dem gesunden Gewebe — ein Prozess der als gliale
Narbe (engl. glial scar) bezeichnet wird und die Aufrechterhaltung der Homdostase
aulerhalb des geschadigten Bereichs zum Ziel hat. Die gliale Narbe wird v.a. durch die
Hypertrophie der Astrozyten und eine vermehrte Expression von GFAP erreicht (Xu et al.,
2020).

Laut Sims und Yew lassen sich die Prozesse nach ischamischem Schlaganfall in der Peri-
Infarktzone zeitlich folgendermal3en charakterisieren: Bereits innerhalb der ersten 24
Stunden nach der Ischamie sind erhohte mMRNA Level fur das Protein GFAP nachweisbar.
Die gesteigerte Expression von GFAP beginnt innerhalb von wenigen Tagen und erreicht

das Maximum in der Zeit zwischen ein und zwei Wochen (Sims and Yew, 2017).

Es sind jedoch auch fir die Heilung nachteilige Reaktionen von Astrozyten nach
ischamischen Schlaganfall bekannt. Die beschriebene Aktivierung von Astrozyten fuhrt
auch zu einer Erhdhung der Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt und somit
wiederum zu einer Verstarkung der Exzitotoxizitat (Abeysinghe et al., 2016). Der Umbau
hin zur reaktiven Astrogliose geht aul3erdem einher mit einem Zurlckziehen der Fortsatze
der Astrozyten von Blutgefallen und Neuronen und darauffolgendem Ldsen der

ansonsten dichten Tight Junctions (Abeysinghe et al., 2016).

Zusammenfassend lasst sich Uber das Verhalten von Astrozyten nach ischamischem
Schlaganfall nicht eine eindeutig positive oder negative Rolle definieren, sondern
vielmehr eine Vielzahl von modulierenden Reaktionen beschreiben (Abeysinghe et al.,
2016). Umso interessanter sind die umfassenden in vivo Untersuchungen der Astrozyten

bzw. der NVU nach ischamischem Schlaganfall mittels TPLSM.
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6.2.4 Blutgefalie

Aulerdem sollen das Blutgefallsystem und Veranderungen von ebendiesem betrachtet
werden. Wie bereits erlautert, ist die Integritat des BlutgefalRes essentiell, um das

Hirnparenchym mit Sauerstoff und den bendtigten Nahrstoffen zu versorgen.

Nach Cipolla existieren zum einen piale Arterien, welche sich intrakranial auf der
Kortexoberflache befinden und wiederum kleinere Arterien in das Kortexinnere abgeben.
Diese werden im Verlauf zu parenchymalen Arteriolen und an dieser Stelle fast
vollstandig von astrozytaren Endfiiichen umschlossen. Diese Unterscheidung ist wichtig,
da piale Arterien perivaskular sog. extrinsische Innervation aus dem peripheren
Nervensystem erhalten, wohingegen die parenchymalen Arteriolen intrinsisch durch das
Neuropil, d.h. durch das Zentralnervensystem, innerviert werden. Piale GefalRe sind
zudem zu einem Netzwerk verbunden, in dem eine Okklusion einen geringeren Schaden
verursacht als der Verschluss einer deutlich weniger verzweigten parenchymalen
Arteriole (Cipolla, 2009).

Das Ziel der Untersuchung mittels TPLSM waren die parenchymalen Arteriolen. Sowohl
die oberflachlichen, in der Pia mater gelegenen, als auch die tieferen, zentralen Venen
sowie der Sinus durae matris waren fur unsere Beobachtungen nicht von primarem

Interesse.

Im Hinblick auf die Neubildung von BlutgefalRen gilt es, zwei Mechanismen voneinander

abzugrenzen:

Nach Patan bezeichnet die Vaskulogenese die in situ Differenzierung und das Wachstum
von BlutgefaBen aus mesenchymal abstammenden Hamangioblasten, den
gemeinsamen Vorlauferzellen von Endothel- und Blutzellen. Der Begriff beschreibt somit

vor allem das Gefallwachstum wahrend der Embryonalentwicklung (Patan, 2004).

Mechanismen der Vaskulogenese konnten allerdings auch bei der Neovaskulisation von
ischamischem Gewebe durch das Vorhandensein von endothelialen Vorlauferzellen

belegt werden (Murasawa and Asahara, 2005).

Die Angiogenese umfasst hingegen zwei verschiedene Mechanismen: zum einen das
Aussprossen von Endothelzellen (engl. endothelial sprouting) und zum anderen das
intussuszeptive mikrovaskulare Wachstum, d.h. die septale Spaltung von bereits
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vorhandenen Blutgefallen (Patan, 2004). Als wichtigstes Mitogen der Angiogenese wird

der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor bezeichnet (Beck and Plate, 2009).

Nach einem ischamischem Schlaganfall kann die Angiogenese als naturlicher
Schutzmechanismus gewertet werden, um betroffenen Hirnareale wieder mit Sauerstoff
sowie Nahrstoffen zu versorgen (Beck and Plate, 2009). Die Angiogenese wird vor allem
in den Randbereichen des Infarkts, d.h. im Peri-Infarktzone, beobachtet. Erste
proliferierenden Endothelzellen wurde in Tierexperimenten nach einem Verschluss der
MCA bereits 12-24 Stunden nach der Intervention detektiert. Untersuchungen von
Hayashi et al. am Mausmodell konnten zwar auch bereits einen Tag nach distaler
Okklusion der Arteria cerebri media (dMCAo = engl. distal middle cerebral artery
occlusion) eine Proliferation von Endothelzellen beobachten, eine signifikante Zunahme
der Anzahl an GefalRen jedoch auch erst an Tag 3 nach der Intervention (Hayashi et al.,
2003).

Schon frih konnte gezeigt werden, dass eine hohere Gefallneubildung die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen und Patienten nach ischamischem
Schlaganfall erhoht (Krupinski et al., 1994). Es wird zudem vermutet, dass sich die
Angiogenese Uber verschiedene Mechanismen positiv auf die funktionelle Rehabilitation,

d.h. auf die Neurogenese, auswirkt (Hatakeyama et al., 2020).

6.3  In vivo Mikroskopie des Gehirns am Mausmodell

6.3.1 Vorteile der in vivo Untersuchung

Um die oben beschriebenen Fragestellungen in Bezug auf zellulare
Regenerationsprozesse nach ischamischem Schlaganfall zu beantworten, stellen aktuell
post mortem immunhistologische Farbungen mit anschlieRender Untersuchung mittels
konfokaler Laserscanmikroskopie (CLSM = engl. confocal laser scanning microscopy)
den Goldstandard dar. Der Ablauf kann z.B. so aussehen, dass 3 Tiere mit einem
ischamischen Schlaganfall operiert werden und nachfolgend jeweils an den Tagen 3, 7
und 28 nach Schlaganfall das Tier getotet und das Gehirn fir die Mikroskopie mittels

CLSM entnommen wird.

Einen deutlichen Fortschritt stellt die Anwendung der in vivo Mikroskopie dar. Die Anzahl

der bendtigten Versuchstiere reduziert sich erheblich, da ein Versuchstier zu mehreren
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Zeitpunkten untersucht werden kann. Zudem lassen sich Unsicherheiten durch z.T. hohe
interindividuelle Varianzen eliminieren, da der Vergleich der Untersuchungsergebnisse
zwischen ein und demselben Tier stattfindet. Auch kdnnen durch die in vivo Mikroskopie
komplexe, dynamische Zellinteraktionen am lebenden Organismus untersucht werden,

wodurch der Informationsgehalt der Messungen deutlich erhdht wird.

6.3.2 Wie mikroskopiert man das Gehirn in vivo?

Bevor die TPLSM in der Forschung Einzug gehalten hat, wurden bereits in vivo
Aufnahmen mittels IVM generiert. Den Grundstein der IVM legte im Jahr 1964 R. T. Grant
an der Guy's Hospital Medical School in London, wobei er den Musculus cremaster einer
Ratte als erstes geeignetes Untersuchungsobjekt fur den Einsatz der IVM auswahlte
(Grant, 1964). Das Modell zur Untersuchung der Morphologie und Physiologie des
Musculus cremaster am Tiermodell wurde am Albert Einstein College of Medicine in New
York von S. Baez weiterentwickelt (Baez, 1973). Dieser Muskel galt als
Untersuchungsmodell besonders geeignet, da der Zugangsweg einfach und der gesamte
Muskel, der an diesem Tiermodell lediglich 2-4 Muskelschichten dick ist, leicht zu
durchleuchten war (Hartsock et al., 1989). Einige Jahre spater wurde die IVM als nicht-
invasive Methode fur Untersuchungen am Menschen von z.B. Lymphkapillaren der Haut
(Franzeck U.K., 1994) oder Blutkapillaren des Nagelfalzes (Bollinger et al., 1982)

verwendet.

Auch wenn die Idee der TPLSM sich auf dem gleichen Zeitraum datieren lasst, wurde
diese erst einige Jahre spater praktisch angewendet. Im Jahr 1963 wurde der Nobelpreis
fur Physik an die deutsch-amerikanische Forscherin Maria Goeppert-Mayer (1906-1972)
verliehen, fur ihre Ausflhrung zur Kernschalenstruktur, welche die theoretische
Grundlage fur die heute umgesetzte TPLSM bildet (Grzybowski and Pietrzak, 2013).
Weiterentwickelt wurde die Methode maligeblich von dem spateren Nobelpreistrager
Robert Tsien (Tsien et al., 1985) und von Winfried Denk, der im Jahr 1990 die Vorteile der
TPLSM gegenuber der CLSM beschrieb (Denk et al., 1990). Innerhalb kurzer Zeit folgten
die ersten tierexperimentellen in vivo Messungen mittels TPLSM, u.a. des Gehirns, der
Haut und der Niere (Dunn et al., 2002). Zunachst vermutete man, dass die in vivo

Untersuchungen auf die Gewebearten Haut und Gehirn beschrankt seien, da einzig diese

-25-



fur die Mikroskopie erreichbar seien, ohne das Gewebe zu beschadigen (Osswald and
Winkler, 2013). Doch mittlerweile wurden ebenfalls Methoden fur die in vivo TPLSM des
Ruckenmarks (Farrar et al., 2012) oder Knochenmarks (Stefanowski et al., 2020,

Reismann et al., 2017) vorgestellt.

Bei der Planung von in vivo Untersuchungen muss immer ein Weg gefunden werden,
damit das zu untersuchendes Gewebe, fir die Mikroskopie optisch zuganglich wird. Fur
die Untersuchungen am Gehirn ist das Mittel der Wahl oftmals ein chronisch kraniales
Fenster (CCW = engl. chronic cranial window, CCW), welches in verschiedenen
Modalitaten ausgefihrt werden kann. Zum einen kann die Kalotte Uber dem zu
untersuchenden Bereich des Kortex mit einem Bohrer so weit ausgedunnt werden, dass
die Distanz zu dem Kortex klein genug fur die Mikroskopie des zu untersuchenden
Gewebes wird. Zum anderen ist es mdglich, eine Kraniotomie direkt Uber dem zu
untersuchenden Kortexareal durchzufihren und anschliefend diesen Bereich des
Knochens mit einem Deckglas zu verschliel3en. In den unseren Experimenten wandten

wir die letztgenannte Variante an.

6.4 Ziel der Arbeit

Um bleibende Schaden des ischamischen Schlaganfalls, in Form von kérperlichen und
geistigen Beeintrachtigungen zu minimieren, werden neue therapeutische Ansatze
bendtigt. Sie sollen die Neurone und Gliazellen des Gehirns schitzen bzw. die
Regeneration des von der Ischamie betroffenen Gewebes anregen. Dazu ist es noétig die
raumliche und zeitliche Kaskade der pathophysiologischen Prozesse der NVU auf
zellularer Ebene zu verstehen. Der bisherige Goldstandard ist die Untersuchung von
post mortem immunhistologisch gefarbten Hirnschnitten mittels CLSM. Mithilfe dieser
Methode kénnen jedoch Veranderungen der NVU aufgrund der geringen optischen
Eindringtiefe nur bedingt rdaumlich dargestellt werden. Vor allem aber fehlen Erkenntnisse
uber die Interaktionen der verschiedenen Komponenten sowie die kontinuierliche
Untersuchung desselben Versuchstiers. Zur longitudinalen in vivo Untersuchung der NVU
nach ischamischem Schlaganfall stellen wir in der vorliegenden Arbeit die Anwendung
der TPLSM als geeignete Methode vor.
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7  MATERIAL UND METHODEN

7.1 Studiendesign

Der experimentelle Aufbau erstreckte sich Uber einen Zeitraum von 28 Tagen. An Tag 0
erfolgte die Operation des Schlaganfalls bzw. der Scheinoperation (ShamOP = engl.
sham surgery, hier genannt: ShamOP) sowie des CCW. 24-72 Stunden nach der
Operation des Schlaganfalls fihrten wir zur Verifizierung des stattgefundenen
Schlaganfalls eine Magnetresonanztomographie-Bildgebung des Schadels in T2-
Wichtung durch. Es wurden nur die Tiere in die Untersuchungsgruppe ,Schlaganfall®
eingeschlossen, welche in der Magnetresonanztomographie einen bis unter das CCW

reichendes Infarktbereich zeigten.

Fir die Analyse der Komponenten der NVU mittels TPLSM wurden die Zeitpunkte 3, 7
und 28 Tage nach der Operation gewahlt (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Graphisch dargestellt ist der Versuchsaufbau, der fir die systematische Datenerfassung
gewahlt wurde. Tag 0: OP, Tag 3, 7 und 28: Messung mittels TPLSM.

N
=
N
=

Far die Methodenetablierung des CCW wurden auRerdem Messungen an Tag 1 und 14

nach der Operation durchgefihrt.

Die Versuche beruhten auf dem durch das Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin
genehmigten Tierversuchsantrag mit der Genehmigungsnummer G0220/17. Alle
Versuche wurden stets mit aulierordentlicher Sorgfalt und gemald der Tierschutz-

Versuchstierverordnung durchgefihrt.
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7.2  Versuchstiere: EphrinB2 lox x Thy1-YFP-CreERT2

In unserer Arbeitsgruppe wurde in der Vergangenheit und wird aktuell weiterhin an dem
Signalsystem der Ephrine geforscht. Unsere Arbeit stellt eine neue Methode vor, die Rolle
dieser Signalmolekile nach ischamischem Schlaganfall in Zukunft besser zu
untersuchen. Der Hintergrund soll an dieser Stelle jedoch erlautert werden, um die

Genetik der verwendeten Mauslinie zu verstehen.

Nach Ghori et al. tragen das Glykoprotein ephrinB2 und sein Rezeptor EphB4 eine der
Hauptrollen im vaskularen Umbau und lassen sich in verschiedenen Interaktionen der
NVU wiederfinden. Die Stimulation des ephrinB2/EphB4-Signalwegs durch einen
retroviralen Vektor, genauer ein EphB4-Fc, fuhrte durch eine Festigung der Endothel-
Perizyten-Interaktion zur Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke und reduzierte die

Extravasation mit folgender Odembildung (Ghori et al., 2017).

Um den Beitrag von ephrinB2 in unterschiedlichen Zellarten zu differenzieren, entwickelte
ein Forschungsteam aus Munster eine spezielle Mauslinie: Diese Mauslinie besitzt als
genetische Veranderung einen CreERT-gesteuerten Knockout von ephrinB2 am
Endothelzellen-spezifischen Promotor CDH5 und wurde mit dem Namen CDH5-
CreERT2 bezeichnet. (Pitulescu et al., 2010).

Das cre / loxP-System ist ein spezifisches Rekombinationssystem, das haufig fur den
Knockout eines spezifischen Gens in vitro oder in vivo genutzt wird (Branda and Dymecki,
2004). Die Cre-Rekombinase ist ein Enzym aus der Bakteriophage P1 und kann eine
spezifische inter- oder intramolekulare Rekombination von zwei loxP (locus of X-over of
P1)-Abschnitten bewirken (Bouabe and Okkenhaug, 2013). Die Lange der loxP-Sequenz
betragt 34 Basenpaare, wobei durch deren Orientierung entweder einer Inversion des
gefloxten (flanked by loxP) Abschnitts oder eine Exzision bewirken kann (Bouabe and
Okkenhaug, 2013). Die Genmodifikation kann zeitlich gesteuert werden, indem an die
Cre-Rekombinase die Ligandenbindedoméne des humanen Ostrogenrezeptor fusioniert
wird, welche durch den selektiven Ostrogenrezeptorantagonist Tamoxifen induziert
werden kann (Feil et al., 1997).

In unserer Arbeitsgruppe wurde, basierend auf der beschriebenen Mauslinie, genetisch
modifizierte Mause entwickelt, die den induzierbaren Knockout von ephrinB2 in

Astrozyten oder Neuronen ermdglichen. Die Mauslinie mit dem an den Neuronen-
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spezifischen Promotor Thy1 gekoppelten spezifischen Knockout ist auRerdem mit dem
gelb fluoreszierenden Protein (YFP = engl. yellow flourescent protein) an ebendiesem
Promotor weiter genetisch modifiziert. Orientierend wurde hierfur die Publikation von
Young et al. verwendet (Young et al., 2008). Es entstand folglich die Mauslinie EphrinB2
lox x Thy1-YFP-CreERT2. In dieser Mauslinie sind Neurone ohne den Zusatz eines
Farbstoffes unter dem Fluoreszenzmikroskop zu erkennen. Zusatzlich lasst sich durch
die Gabe von Tamoxifen, ein Neuronen-spezifischer Knockout von ephrinB2 aktivieren.
In unserer Forschungsarbeit wir diese Mauslinie verwendet, um die genetisch

fluoreszierenden Neurone als eine Komponente der NVU darzustellen.

7.3 Operationsverfahren

7.3.1 Chronisch kraniales Fenster

Bei der Operationstechnik des CCW handelt es sich um eine Methode um den Kortex,
bzw. seine Blutgefalie sowie einzelne Zellgruppen des Parenchyms, darzustellen. Diese
Methode wird sowohl fur Untersuchungen mittels IVM als auch fur Untersuchungen
mittels TPLSM verwendet und erlaubt es, in vivo (patho)physiologischen Prozesse des

Gehirns zu untersuchen.

Die Implantation des CCW wurde in unserem Labor bereits etabliert und ausfuhrlich
beschrieben (Bayerl et al., 2016a). Im Sinne der 3R — replace (dt. vermeiden), reduce (dt.
verringern) und refine (dt. verbessern) — flhrten wir die Operation des CCW und die
Induktion des ischamischen Schlaganfalls, abgewandelt von der Vorgehensweise in der
genannten Publikation, in einer OP-Sitzung durch. Die Vor- und Nachbereitung fur die
einzelnen Operationen dauert deutliche langer als die eigentliche Operation. Durch die
Durchflhrung von beiden Operationen in einer Sitzung kann die Narkosezeit der Maus
von zweimal ca. 45 Minuten auf einmal ca. 60 Minuten reduziert werden. Zudem mussen
nur einmal postoperativ Schmerzmittel verabreicht werden und die Hautnaht Gber dem
Operationsgebiet einmal weniger erdffnet werden. Auch in einer ahnlichen Publikationen,
welche die Veranderungen der BBB nach einem traumatischen Hirnschaden untersuchte,
wurden die Operation des CCW fir die TPLSM und die Intervention in einer OP-Sitzung
durchgefuhrt (Schwarzmaier et al., 2015). Unsere Vorgehensweise wird im Folgenden

ausfihrlich erlautert.
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Ausstattung:

e Operationsmikroskop

o Stereotaktischer Rahmen (ITEM Nr. 51731, Stelting Co., lllinois, USA)

e Rasierer

e Instrumente: Schere, chirurgische Pinzette, spitze Pinzette, Nadelhalter

e Elektrischer Bohrer (IDEAL, Micro-Drill, Part No. 67-1204, 3599, CellPoint
Scientific, Gaithersburg, Maryland, USA)

Material:

e Anasthesie: Ketamin/Xylazin-Gemisch (9 mg Ketamin-Hydrochlorid / 1 mg Xylazin
pro 0,1 Kilogramm Korpergewicht, intraperitoneal)

e Bapanthen Augen- und Nasensalbe (5% Dexpanthenol, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen)

e Lokalanasthesie: Lidocain (Xylocain® 2%, AstraZeneca GmbH, Wedel)

e NaCl 0,9% (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

e Sterile Saugtupfer (Sugi® Sponge Points, Kettenbach GmbH & Co. KG,
Eschenburg)

o Glasernes Deckglas, Durchmesser: 5mm (MENZEL-Glaser, LOT 0984Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA / Menzel GmbH, Braunschweig)

e Kleber, bestehend aus zwei Komponenten: eine flissige Komponente mit dem
Inhaltsstoff Ethyl-2-Cyanoacrylat (CA-CYANO VENEER, REF 5302.01, SCHEU
Dental Technology, Iserlohn) und ein pulveriger Kunststoff (Paladur, ISO 20795-1,
type 2, class 1, KULZER, Mitsui Chemical Group, Hanau).

e Einmalkanule 30 G (Sterican, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

e Faden der Starke 5-0 (PROLENE ™ ETHICON®, Johnson & Johnson
International, Norderstedt)

¢ Infektionsprophylaxe: Penicillin G (einmalig 0,2 Millionen Einheiten pro Kilogramm
Korpergewicht, intramuskular) INFECTOPHARM®, Heppenheim)

e Postoperative Schmerzmittelgabe: Paracetamol 40 mg /ml Sirup (300 mg pro
Kilogramm Korpergewicht, d.h. 13 ml Paracetamol-Saft pro 250 ml Trinkwasser)

(Benuron Saft, bene-Arzneimittel GmbH, Minchen)

-30 -


https://de.wikipedia.org/wiki/Waltham_(Massachusetts)
https://de.wikipedia.org/wiki/Massachusetts

Vorgehensweise:

1. Alle bendtigten Instrumente werden vorbereitet auf den Operationstisch bereitgelegt,

grundlich gereinigt und desinfiziert.

2. Die Maus wird anasthesiert und die Tiefe der Narkose durch einen Schmerzreiz in der

Hinterpfote kontrolliert.

3. Das Fell Uber der Schadelkalotte wird rasiert, damit im Verlauf moglichst wenige Haare

in das Operationsgebiet gelangen.

4. Die Maus wird in dem stereotaktischen Rahmen fixiert. Die Augen werden mit
Bepanthen Augensalbe benetzt, um das Austrocknen wahrend der Operation zu

verhindern.

5. Die Haut wird an der rasierten Stelle grundlich gereinigt, desinfiziert und mit

Lokalanasthesie benetzt.

6. Die Haut wird Uber eine Lange von ca. 2 cm medial in Langsrichtung Uber der
Koronarnaht eroffnet und mit Hilfe von Nahtmaterial an den Schrauben des

stereotaktischen Rahmens aufgespannt.

7. Fronto-parietal Uber der linken Hemisphare wird mit Hilfe des Mikrobohrers eine
osteoklastische Kraniotomie von ca. 4 mm Durchmesser durchgeflihrt. Die GroRe der
Kraniotomie sollte etwas kleiner sein als die anschliellend aufzulegende glaserne
Deckplatte. Die Blutgefalde und die gesamte kortikale Oberflache missen in diesem
Schritt unbedingt geschont werden. Um Verbrennungen zu vermeiden, wird das
Operationsgebiet wahrend des Bohrens kontinuierlich mit NaCl 0,9% gespdilt. Vor dem

Ankleben der Deckplatte werden die Rander der Kraniotomie wieder trocken getupft.

8. Die glaserne Deckplatte mit einem Durchmesser von 5 mm wird auf der Kraniotomie
platziert. Der Kleber wird mithilfe einer Kanule um das Deckglas herum aufgetragen,
sodass dieses an der Kalotte anhaftet und die Kraniotomie wasserdicht verschlossen ist.
Der Kleber bendtigt ca. 3-5 Minuten um zu trocknen.

9. Nach der Operation wird die Haut mit einer fortlaufenden Naht verschlossen und die

Wunde nochmals mit Lokalanasthesie benetzt.

10. Um einer moglichen Infektion vorzubeugen, wir jeder Maus einmalig Penicillin G (0,2
Millionen Einheiten pro Kilogramm Korpergewicht) intramuskular injiziert.
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11. Anschliel3end wird die Maus auf einer Warmeplatte platziert und bis zum vollstandigen
Aufwachen beobachtet. Als postoperative Schmerzmittelgabe werden 13 ml

Paracetamol-Saft in 250 ml Trinkwasser aufgelost.

7.3.1.1 PDMS-Membran als Modifikation

Als Modifikation des CCW testeten wir die Herstellung einer silikonbasierten
Polydimethylsiloxane-Membran anstelle der glasernen Deckplatte. Vielversprechend
erschienen uns das flexible Anlegen der Membran an die konvexe Kortexoberflache
sowie die Mdglichkeit, durch die Membran hindurch Farbstoffe applizieren zu konnen. Fur
die Vorgehensweise wurde als Orientierung die Publikation von Heo et al. verwendet
(Heo et al., 2016). Zusammengefasst besteht die Vorgehensweise darin, dass zwei
flussige Komponenten, genauer ein flissiges Elastomer (engl. base elastomer) sowie
eine Aushartungs-Reagenz (engl. curing agent), zusammenfihrt und anschlieRend auf
eine ebene Oberflache gegossen werden. Die Dicke der Membran kann durch die Menge
an Flussigkeit bzw. die Flache variiert werden. Fur unsere Testungen wurde eine Dicke
von ca. 1 mm angestrebt. Mittels Vakuumiergerat (Vakuum-Komplettsystem
VP115/VKO05, Artikelnummer: VKS011505, Silikonfabrik.de, Ahrensburg) wurden die
flussige Polymerschicht von Luftblasen befreit und anschliel3end bei 80 °C fur ca. drei
Stunden gebacken, bis die gewtinschte, flexibel Konsistenz erreicht wurde. Das Ergebnis

ist in Abbildung 5 zu erkennen.
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Abbildung 5: Die fertige Polydimethylsiloxane-Membran direkt nach der Herstellung und mit einer Stanze
in Form gebracht.

Die Verwendung der flexiblen PDMS-Membran mit diesem Herstellungsverfahren stellt
eine adaquate Alternative zur Verwendung des glasernen Deckglases dar. Der Vorteil
gegenuber den glasernen Deckglasern liegt darin, dass sie z.B. fur die Applikation von
SR101 mit einer spitzen Nadel o.A. durchstoRen werden kann und sich anschlieRend

wieder vollstandig verschlielt.

Im weiteren Verlauf entschieden wir uns jedoch wieder flr die Verwendung eines
glasernen Deckglases, da diese Methode weniger Vorbereitungszeit bedarf und die
Sterilitat leichter gewahrleistet werden kann. Fur zuklnftige Experimente wird die
Etablierung dieser Methode jedoch mit Sicherheit von Bedeutung sein und Anwendung

finden.

7.3.2 Distale Okklusion der A. cerebri media

Far das Modell des ischamischen Schlaganfalls wurde die dMCAo gewahlt. Mit diesem
Modell kdnnen Veranderungen der Blut-Hirn-Schranke nach ischamischem Schlaganfall

besonders realistisch nachgebildet werden (Sommer, 2017).

Die Ischamie bildet sich bei erfolgreicher Durchfiihrung gut abgrenzbar im Kortex aus

(vgl. Abbildung 9) und ist somit sehr gut fur in vivo-Untersuchungen mit begrenzter
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Eindringtiefe geeignet (Bayerl et al., 2016a). In unseren Versuchen wurde stets die linke
MCA (MCA = engl. middle cerebral artery) verschlossen. Die Vorgehendweise ist vielfach
in der Literatur beschrieben, besonders ausfuhrlich in einer Publikation von Llovera et al.
(Llovera et al., 2014). Das von uns verwendete OP-Protokoll ist bereits ausfuhrlich von

unserem Labor dokumentiert worden (Bayerl et al., 2016a).

Die entscheidenden Schritte der Operation des distalen Schlaganfalls sind an dieser
Stelle noch einmal ausgefluhrt: Zuerst wird lateral an der Kalotte der Musculus temporalis
lappenférmig abpraperiert und eine ca. 2x3 mm durchmessende Osteotomie oberhalb
des Os zygomaticum durchgeflihrt. Die Osteotomie befindet sich im besten Fall exakt

uber dem distalen Teil der linken MCA, falls notwendig kann sie erweitert werden.

Die nun zu erkennende MCA wird anschlieffend mit Hilfe einer bipolaren Pinzette (REF:
20195-022, LOT: 84974, Erbe Elektromedizin GmbH, Tubingen) koaguliert, sodass der
Blutfluss in den kortikalen Versorgungsbereich dauerhaft unterbrochen wird (vgl.
Abbildung 6).

Abbildung 6: Die Operation der dMCAo: Links skizziert die Lage des OP-Gebiets, in der Mitte die MCA
nach der Osteotomie und rechts nach der Okklusion mittels Elektrokoagulation.

Nach der Koagulation wird die Osteotomie durch die Refixierung des Muskellappens
mittels einer Einzelknopfnaht der Starke 7-0 (PROLENE TM, ETHICON®, Johnson &
Johnson International, Norderstedt) bedeckt.

Fir die ShamOP wurde ausschlie3lich der erste Abschnitt, die Muskelpraperation und die
Osteotomie mit anschlieRender Refixierung des Muskellappens, durchgefuhrt. Es erfolgte

keine Koagulation der MCA.
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7.3.2.1 Orientierung innerhalb des chronisch kranialen Fensters

Durch das Mikroskop ist, je nach Konfiguration des Objektivs, nur ein sehr kleiner
Ausschnitt des CCW zu erkennen. Zunachst wahlten wir die Orientierung an markanten
Gefalken. Ein Beispiel einer Aufnahme des gleichen Aufnahmeareals ist in Abbildung 7

an den Aufnahmen mittels IVM zu erkennen.

28 1500559 12-30 150 15 308 01 M 493558

Oi-10 3283491 0124 ISSE.09:51

Abbildung 7: Dargestellt sind finf Aufnahmen mittels IVM (20-fache VergréRerung), die das gleiche
Blutgefal tiber einen Messzeitraum von 28 Tagen zeigen. Die Aufnahmezeitpunkte waren 24 Stunden nach
der OP, 72 Stunden nach der OP, Tag 7, 14 und 28. Bei dieser Maus wurde lediglich ein CCW operiert. Das
Gefall wurde alleinig durch den optischen Eindruck wiedergefunden. Malstabsleiste = 0.06 mm.

Im Verlauf wahlten wir eine andere Methode: Wir kennzeichneten das Deckglas an
definierten Stellen mit leichten Materialabtragungen, welche wir bei der Justierung des
Sichtfensters unter dem Okular als Orientierungshilfe verwendeten. Fur die
Kennzeichnung verwendeten wir einen Markierungsstift fur Glas, Keramik und Kunststoff
(Markierungsstift, Artikelnummer ALX2.1, Roth, Karlsruhe).

Es erfolgte die Einteilung in vier Quadranten, die immer in der gleichen Reihenfolge
aufgenommen wurden (vgl. Abbildung 8).
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A. cerebri media

&

Abbildung 8: Das Aufnahmesystem durch das CCW: Links ist schematisch die Lage des CCW in Relation
zur Kalotte skizziert, in der Mitte eine fotographische Aufnahme eines CCW direkt nach der OP und rechts
die Einteilung in der Quadranten. Es ist zu erkennen, dass die MCA hauptsachlich den Quadrant 2 versorgt,
welcher folglich mutmalflich am meisten von der dMCAo betroffen ist.

Die Quadranten wurden in Infarktkern (1 und 2) und Peri-Infarktzone (3 und 4) eingeteilt.
Diese Einteilung wurde zum einen aufgrund des optischen Eindrucks unter dem
Mikroskop und zum anderen aufgrund des anatomischen Verlauf der Hirngefalie

getroffen.

Die Quadranten 1 und 2 sahen unter dem TPLSM deutlich verandert gegenlber den
Quadranten 3 und 4 aus. Die Veranderungen bezogen sich v.a. auf das Parenchym, das
sich in den Quadranten 1 und 2 6dematods darstellte. Auch waren gerade zu den ersten
Untersuchungszeitpunkten optische wesentlich weniger sehr kleine Blutgefale in den

Quadranten 1 und 2, als in den Quadranten 3 und 4 zu erkennen.

Aufgrund der anatomischen Gegebenheiten st die Blutversorgung durch
Kollateralkreislaufe der A. cerebri anterior in den Bereichen, welche naher an der Fissura

longitudinalis gelegen sind, wahrscheinlicher (Xiong et al., 2017).
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7.3.2.2 Magnetresonanztomographie

Jede Operation der dMCAo wurde im Zeitraum 24-72 Stunden nach der Operation
mithilfe eines Kleintier-Magnetresonanztomographen kontrolliert (PharmaScan 70/16
US, Bruker Software Paravision 5.1, NeuroCure, Charité — Universitatsmedizin Berlin).
Die Aufnahmen mittels Magnetresonanztomographie wurden unter Inhalationsnarkose
durchgefuhrt, welche sich aus Sauerstoff (0,2 I/min), Stickstoff (0,8 I/min) und Isofluran
(1-1,5 I/min) zusammensetzte. Bei erfolgreicher dMCAo liel3 sich in der T2-Wichtung der
Aufnahme der Infarktbereich erkennen. Es wurde stets darauf geachtet, dass dieser bis
unter das CCW reichte. Falls der Infarktbereich nicht zu erkennen war, wurde die Maus

nicht in die Wertung als Schlaganfall-Versuchstier eingeschlossen.

Ein Beispiel fur eine erfolgreich dMCAo, deren Infarktbereich bis mittig unter das CCW

reicht, ist in Abbildung 9 zu erkennen.

Abbildung 9: Beispielhaft eine  Magnetresonanztomographie-Aufnahme in  T2-Wichtung
24 Stunden nach dMCAo mit Darstellung des Infarktbereichs (Stern) unterhalb des CCW (Pfeil).
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7.4 Intravital-Epifluoreszenz-Videomikroskopie

Mithilfe der IVM ist es moglich, einen einzigen Fluoreszenzfarbstoff durch die
entsprechende Konfiguration des Filterblocks aufzunehmen. Auch unser Labor ist noch
in Besitz eines derartigen Mikroskops, dessen Aufbau nur geringfiigig von dem Aufbau
eines im Jahr 1997 beschriebenen Mikroskops abweicht (vgl. Abbildung 10) (Harris et al.,
1997).

Abbildung 10: Die Gerate der IVM in unserem Labor

In unseren Untersuchungen verwendeten wir die IVM, um die Operationen von CCW und
dMCAo zu validieren und einen Eindruck von der Neubildung der Gefalte nach der
dMCAo0 zu gewinnen. Fir die Aufnahmen wurde das Axiotech Vario IVM mit 20x ,water-
immersion“ Objektiv (Zeiss) verwendet. Die Anregung erfolgte mit einer HBO 100 W
Quecksilberdampflampe (AttoArc, Zeiss). Die Blutgefale wurden in allen Ebenen
insgesamt fur ca. 20 Sekunden mit einem Kamerachip (CF 8/1 FMC, KAPPA) und einem
S-VHS Videoaufnahmesystem (Panasonic) aufgenommen. Die IVM wurde lediglich fir
die Gefaldarstellung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-
Dextran verwendet. Der dazugehdrige Filterblock besal} die folgenden Konfigurationen:

Anregungsfilter 450-490 nm, Strahlenteiler 510 nm und Emissionsfilter 515-565 nm.

Vor Messbeginn wurde die zu untersuchenden Maus anasthetisiert und anschlief3end in
Narkose FITC-Dextran intravends, retroorbital injiziert. Durch das gefilterte blaue Licht

der Quecksilberdampflampe lie3en sich die von Blut und FITC-Dextran durchstromten
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Gefalie unterhalb des CCW darstellen. Die Aufnahmen in Abbildung 12 und Abbildung 11
wurden zu Beginn der Arbeit aufgenommen und entstanden daher in einem beliebigen

Teil innerhalb des CCW. Spater hielten wir uns streng an das in 7.3.2.1 beschriebene

Aufnahmesystem mit der Einteilung in die vier Quadranten.

Abbildung 12: Zeitverlauf der Gefaliregeneration einer Maus nach der ShamOP (Tag 1, Tag 3, Tag 7, Tag
14 und Tag 28). Malstabsleiste = 0,06 mm.

Abbildung 11: Zeitverlauf der Gefalkregeneration einer Maus nach der dMCAo (Tag 1, Tag 3, Tag 7, Tag
14 und Tag 28). Mal3stabsleiste = 0.06 mm.

Wie beschrieben wurden zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten kurze
Videosequenzen aller Fokusebenen aufgenommen. Diese wurden anschliel3end mit der
Software Caplmage (Zeintl Software Engineering, Heidelberg, Germany) dargestellt. Fir
die systematische Datenerfassung entschieden wir uns alleinig die TPLSM zu

verwenden.

7.5 Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie

Fur die vorliegenden Messungen wurde eine Kooperation mit den Arbeitsgruppen
Niesner und Hauser des Deutschen Rheuma-Forschungszentrums geschlossen. Der
Aufbau des TPLSM beinhaltet einen Scankopf (TriMScope, LaVision — a Miltenyi BioTec
Company, Bielefeld, vgl. Abbildung 13) und als Anregungsquellen den pulsierenden
Titan:Saphir (Ti:Sa)-Laser (Ti:Sa, Chameleon Ultra Il, Coherent, Glasgow, UK) sowie
einen optisch parametrischer Oszillator (OPO) (APE Angewandte Physik &
Elektronik GmbH, Berlin).
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Abbildung 13: Der Messplatz des TPLSM des Deutsches Rheuma-Forschungszentrums.

Alle Aufnahmen wurden mit einem Objektiv mit 20-facher VergroRerung (W Plan-
Apochromat 20x/1.0 DIC CG = 0.17) generiert. Die Photoelektronenvervielfacher (PMT =
engl. photomultiplier tube) besalRen die folgenden Konfigurationen: 466 nm + 20 nm,
525 nm £ 25 nm, 593 nm * 20 nm und 655 nm * 20 nm.

Fir die Aufnahme der Daten, die wir spater statistisch ausgewertet haben, wahlten wir
stets ein Aufnahmebereich der Grof3e 500 um * 500 ym. Wir nahmen anschliel3end einen

z-Stack mit 100 pym Tiefe und einer Schrittgré3e von 0,5 bzw. 2 ym auf.

7.5.1 Second Harmonic Generation (SHG)

Ein nutzbarer Effekt in der TPLSM ist das Phanomen der Frequenzverdopplung (SHG =
engl. second harmonic generation), der bei nicht-zentrosymmetrischen Strukturen
beobachtet werden kann. Es handelt sich um ein optisches Phanomen, bei dem zwei
Photonen einer Wellenlange x mit einer supramolekularen Struktur interagieren und
darauffolgend ein neues Photon mit der Wellenlange g (doppelte Frequenz) generieren.
Praktischen Nutzen findet dieses Phanomen v. a. in der Darstellung von Kollagenfasern

in verschiedenen Bindegewebsarten und inneren Organen (Campagnola, 2011).

Bei unseren Untersuchungen war das Phanomen fir die Darstellung der kollagenen

Fasern der Dura mater nutzlich (vgl. Abbildung 14).
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100 um

Abbildung 14: Darstellung des optischen Phanomens SHG. Links: die Dura mater in der TPLSM.
Mafstabsleiste = 50 um. Rechts: eine Rekonstruktion der Dura mater (Blau) und der darunter verlaufenden
Blutgefalle (Griin). MaRstabsleiste = 100 um.

Die Dura mater wurde als Orientierung wahrend der Messungen verwendet. Um die Dura
mater im blauen Kanal (PMT 466 nm) zu sehen, ermittelten wir als optimale

Anregungswellenlange 930 nm.
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7.5.2 Benutzung des Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskops

Um die Einarbeitung fur zukinftige Gruppen zu erleichtern, teile wir unsere selbst

verfasste Anleitung zur Benutzung des beschriebenen TPLSM am Charité Crossover.

Einschalten des Mikroskops:

CAVE: Vor Beginn der Arbeit kontrollieren, ob die beiden Kihlsysteme funktionieren! Das
Rotieren der beiden Ventilatoren zeigt die Funktionstiuchtigkeit an, die Temperatur sollte

bei ca. 20 Grad liegen. Am Boden darf sich kein Leck befinden.

1. Computer einschalten. Der Schalter befindet sich ganz unten, in der Klappe.

2. Alle 4 Einheiten Uber dem Computer der Reihe nach von oben nach unten
einschalten (TSCPC nicht einschalten).

3. Den Ti:Sa-Laser von ,Standby“ auf ,On“ stellen. Dazu den Schlussel um %
Drehung nach rechts drehen. 10-15 Minuten warten, bis das System initialisiert
wurde.

4. OPO einschalten — auch, wenn man dies nicht verwendet! Dazu den kleinen
grunen Knopf an der Unterseite der Steuereinheit (Logo: IPC2U) gedruckt halten,
bis die Anzeigelampe oben auf griin wechselt.

5. Quecksilberdampflampe (X-Cite Series 120Q) einschalten, aber den Regler noch

bis auf ,0“ herunterreguliert lassen.

Systemeinstellungen mit der Probe Convallaria testen (einmal ganz zu Beginn):

6. Destilliertes Wasser auf die Probe geben.

7. Den Tisch erhéhen. Dazu die Kurbel am Steuerpult (links) nach rechts drehen, um
den Tisch nach oben zu fahren — und zwar bis das Obijektiv leicht das Wasser
(nicht das Deckglas) berlhrt.

8. Den Strahlengang blocken, dazu ,Metallkasten rein“, rechts vom Okular. Dieser
Schritt verhindert, dass das Licht der Quecksilberdampflampe auf den Ti:Sa
reflektiert.

9. Dichroid Mirror entfernen: Den silbernen Metallstab links am Okular herausziehen,
bis ein ,Klick zu horen ist.

10. Shutter offnen: Neben dem Okular den Hebel von hinten nach vorne ziehen.
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11.Die Helligkeit der Quecksilberdampflampe einstellen. Dazu am Rad drehen, um
die Helligkeit zu verandern (ca. 3. Stufe).

12.Unterhalb des Okulars an der Drehscheibe den Filter auswahlen: DAPI, FITC oder
TRITC. Fur die Untersuchung von Convallaria empfiehlt es sich, FITC
auszuwahlen.

13.Nun die korrekte Fokusebene mit der Steuerung des Objektivs (rechte
Steuereinheit) suchen. Dazu als erstes den Abstand von Okular und Probe
vergroRern, danach langsam verkleinern.
Um das Okular zu bewegen: oben — z-Ebene (linksherum = weiterer Abstand;
rechtsherum = naher an der Probe heran) — links — y-Ebene (Bewegung nach

vorne und hinten) — vorne — x-Ebene (Bewegung nach rechts und links).

Wenn man die richtige Ebene gefunden hat:

14.Die Quecksilberdampflampe anlassen, aber auf Stufe ,0“ herunter regulieren.

15. Shutter schlie3en, dazu den Regler nach hinten schieben.

16.Dichroid Mirror in den Strahlengang setzen. Dazu den silbernen Metallstab
hineinschieben, bis ein ,Klick® zu horen ist.

17.Den Strahlengang entblocken, dazu den Metallkasten herausziehen.

18.Den Abdunklungsvorgang mittels Klettverschlissen sorgfaltig verschlielen.

Einstellungen am Computer:

19.Die Software ImspectorPro 208 starten und die Parameter entsprechend den
Einstellungen auswahlen.

20.Folgenden Filter sind auszuwahlen:

PTM1 466 nm = 20 nm (blau)

PTM2 525 nm £ 25 nm (grin) (Anm: PTM2 stets max. auf 95% setzen!)
PTM3 593 nm £ 20 nm (rot)

PTM4 655 nm = 20 nm (hellrot, wird oftmals grau dargestellt)

Zu Beginn: Alle Werte auf 90% setzen.

21.Die Laserpower zu Beginn stets niedrig halten. Fur die Messung der Probe

Convallaria sind 3-5% ausreichend.
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22.Livemessung starten (Button: griine, kreisenden Pfeile).

23.Falls notwendig, kann nun auch nochmals die Fokusebene angepasst werden.
Hierzu das Mausrad bewegen.

24.Die Messeinstellungen konnen nun mithilfe der Software weiter angepasst
werden. Falls es zu keinen Komplikationen gekommen ist, kann nun die Probe

gegen das zu messenden Objekt ausgetauscht werden.

Wechsel der zu messenden Probe:

25.Schritte 18-16 und 7 in entgegengesetzter Reihenfolge durchfihren (Kurz:
Abdunklungsvorhang  o6ffnen, Metallkasten hineinschieben,  Metallstab
herausziehen, Tisch nach unten kurbeln).

26.Die zu messenden Probe kann nun gewechselt werden. Anschliel3end werden die
Schritte 7-25 erneut durchgefinhrt.

Beenden der Messungen:

27.Probe von dem Messplatz entfernen (vgl. Schritt 25).

28.Schritt  1-5 in  entgegengesetzter Reihenfolge  durchfihren. (Kurz:
Quecksilberdampflampe ausschalten, OPO ausschalten (Betriebssystem an dem
Steuerbildschirm herunterfahren), Ti:Sa-Laser auf ,Standby“ stellen, die 4
Einheiten Gber dem Computer ausschalten, Computer herunterfahren).

29.Nach Ende der Untersuchungen alle Gerate den Arbeitsplatz reinigen.

(Anm.: Es empfiehlt, abzusprechen, ob jemand direkt im Anschluss fur eine

Untersuchung eingetragen ist — in diesem Fall kann auf Schritt 28 verzichtet werden.)
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7.5.3 GrofRRe des Aufnahmefensters und Methode Tile Scan

Vor Beginn der Aufnahme am TPLSM ist es moglich, die GroRe des Aufnahmefensters
festzusetzen. Wir verwendeten fur unsere fur unsere systematische Datenerfassung stets
eine Grofde von 505 um x 505 pym mit einer Pixelanzahl von 500 x 500. Diese Parameter

lassen sich jedoch variieren.

AuRerdem besteht die Moglichkeit in einer festgesetzten Reihenfolge mehrere Bilder im
Sinne eines Mosaiks aufzunehmen und diese anschlieRend zusammenzusetzen. Diese
Methode wir als Tile Scan bezeichnet. Die Bilder sollten stets um ca. 10% der Bildbreite
Uberlappend aufgenommen werden, damit das spatere Zusammensetzen moglich ist.
Ein Beispiel einer solchen Aufnahme des gesamten CCWs ist in Abschnitt 8.2.2

dargestellt.

7.6  Fluoreszenzfarbstoffe

7.6.1 Sulforhodamin 101

Erstmalig beschrieben Nimmerjahn et al. im Jahr 2004 die Anwendung des Farbstoffs
Sulforhodamin 101 (SR101) fur die spezifische in vivo Farbung von Astrozyten und
Darstellung mittels TPLSM. Die Autoren haben damals die durch andere Methoden
bekannte Morphologie der protoplasmatischen Astrozyten des Neokortex in den durch
SR101 angefarbten Zellen wiedererkannt. Die spezifische Farbung von Astrozyten wurde
durch die Uberlagerung des Fluoreszenzsignals von SR101 mit dem des verstarkt Griin
fluoreszierenden Proteins (eGFP = engl. enhanced green fluorescent protein P) von
GFAP-eGFP transgenen Mausen bestatigt (Nimmerjahn et al., 2004).

Der Mechanismus der spezifischen Aufnahme von SR101 durch Astrozyten war zu
Beginn nicht umfanglich verstanden. Man ging lange von einem unbekannten,
spezifischen Transportersystem aus und vermutete, dass die Aufnahme und
anschlieBende Ausbreitung von SR101 durch Gap Junctions ermoglicht wird
(Nimmerjahn et al., 2004). Spater wurde beobachtet, dass nach ca. 140 Minuten neben
Astrozyten auch Oligodendrozyten den Farbstoff SR101 aufnehmen. Dieses Phanomen
trat sowohl bei topischer Applikation auf der Kortexoberflache, als auch bei intravendsen

Injektion auf und konnte durch die Gabe des Gap Junction-Blockers Carbenoxolone
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unterbunden werden (Hill and Grutzendler, 2014). Mittlerweile ist man sich sicher, dass
der Thyroidhormontransporter OATP1C1 fur die Aufnahme von SR101 in die Astrozyten
verantwortlich ist (Schnell et al., 2015). Da Carbenoxolone ebenfalls um einen Blocker
ebendieses Kanals handelt, konnen so auch die zuerst beobachteten Ergebnisse erklart

werden (Hulsmann et al., 2017).

Das maximale Absorptionsspektrum von SR101 in der CLSM liegt bei 578 nm und das
maximale Emissionsspektrum bei 593 nm. Laut Nimmerjahn und Helmchen kann in der
TPLSM kann die Anregungswellenlange etwas freier zwischen 800 und 900 nm gewahlt
werden (Nimmerjahn and Helmchen, 2012). Wir konnten bestatigen, dass sich in diesem
Bereich SR101 positive Zellen detektieren lassen, wahlten jedoch fir unsere
Untersuchungen mithilfe des OPO eine Wellenlange von 1100 nm far optimale

Aufnahmen.

Fir die intrakortikale Injektion von SR101 wandelten wir das bestehendes Protokoll
geringflgig ab (Nimmerjahn and Helmchen, 2012). Konkret injizierten wir den Farbstoff
SR101 (Sulforhodamin 101, S7635-100MG, 60311-02-6, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) mithilfe einer Tumorinjektionsspritze (Hamilton™ Mikroliterspritze, Modell
7001 KH SYR 1pl, Hamilton Company, Reno, Nevada, USA) 1l in einer Konzentration
von 1 Millimol in NaCl 0,9%. Die Injektion erfolgte ca. zwei Stunden vor der Untersuchung
des Kortex mittels TPLSM.

In der Literatur konnten wir jedoch keine Angaben finden, ob SR101 auch nach
ischamischem Schlaganfall flr eine spezifische in vivo Farbung von Astrozyten
verwendet werden kann. Aus diesem Grund stellten wir genaue Untersuchungen zu

dieser Fragestellung an.

7.6.1.1 Immunhistologische Untersuchungen

Zu Beginn flhrten wir immunhistologische Farbungen durch, um die unspezifische
Farbung von immunreaktiven Zellen durch SR101 auszuschlieRen. Wir verwendeten
hierzu das Gehirn einer Maus mit ischamischem Schlaganfall, die wir an Tag 28 nach der
letzten Untersuchung mittels TPLSM erlost hatten. Die letzte Injektion des Farbstoffs
SR101 lag ca. 5 Stunden zurlck. Die Gehirne wurden entnommen und in Isopentan

fixiert. AnschlieRend wurden diese mithilfe eines Kryostats geschnitten und gefarbt. Mit
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dem grin fluoreszierenden Marker CD11b wurden unspezifisch Immunzellen gefarbt und
mit dem blau fluoreszierenden Marker DAPI die Zellkerne. Die Schnitte wurden mittels
CLSM untersucht und die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. Wir konnten keine

Anfarbung von Immunzellen durch den Farbstoff SR101 erkennen.

Abbildung 15: Aufnahmen mittels CLSM eines immunhistologisch gefarbten Hirnschnitts. Das Gehirn
stammt von einer Maus an Tag 28 nach Schlaganfall. Zu erkennen sind Zellkerne (Blau), Astrozyten (Rot)
und Immunzellen (Grin). Rechts in 40-facher Vergréerung und Links in 63-facher Vergroferung.
Mafstabsleiste = 50 ym.

7.6.1.2 Reportertiere : FVB/N-Tg(GFAPGFP)14Mes/)

Im nachsten Schritt verwendeten wir Reportermause fir Astrozyten, um die spezifische
in vivo Farbung von Astrozyten durch SR101 nach ischamischem Schlaganfall zu

beweisen.

Die genaue Bezeichnung der verwendeten Reportermduse lautet: FVB/N-
Tg(GFAPGFP)14Mes/J. Diese Mause tragen eine genetische Fluoreszenzmarkierung mit
Grin-fluoreszierendem Protein an dem Protein GFAP, einem Referenzprotein flr
Astrozyten (vgl. 6.2.3). Erstmalig vorgestellt wurden die GFAP-GFP transgenen Mause
im Jahr 1997 (Zhuo et al., 1997).

Wir fihrten die Operationen des CCW und der dMCAo durch und injizierten den Farbstoff

SR101 an Tag 3 nach der Operation wie beschrieben. Zwei Stunden nach Injektion
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fuhrten wir die TPLSM mit zwei verschiedenen Wellenlangen durch: Zum einen mit der
Wellenlange 920 nm zur Anregung von GFP und zum anderen mit der Wellenlange

1100 nm zur Anregung von SR101.

Die Aufnahmen aus der Peri-Infarktzone mittels TPLSM sind in Abbildung 16 dargestellt.
Man kann in beiden Aufnahmen deutlich Zellkérper und deren sternférmige Auslaufer

erkennen, wie ich sie in Abschnitt 6.2.3 beschrieben habe.

Abbildung 16: Die Aufnahmen von Astrozyten mittels TPLSM. Links: GFAP-GFP-positive Zellen, angeregt
mit einer Wellenldange von 920 nm. Rechts: SR101-positive Zellen, angeregt mit einer Wellenlange von
1100 nm. Malistabsleiste = 50 uym.

Dass es sich bei den Aufnahmen um dieselben Zellen handelt, wurde durch die
Kolokalisation gezeigt. Dazu wurden beide Aufnahmen in der Software ImagedJ zeitgleich

dargestellt. Das Ergebnis ist in Abbildung 17 zu erkennen.
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Abbildung 17: Kolokalisation der GFAP-positiven Zellen und der SR101-positiven Zellen. Maf3stabsleiste
=50 ym.

7.6.1 FITC-Dextran

Den Fluoreszenzfarbstoff FITC verwendeten wir in an ein Dextran konjugierter Form
([Mw] = 150 000 Da, SIGMA-ALDRICH GmbH) in einer Konzentration von 2% in NaCl

0,9%. Es wurden 0,1 ml intravends, retroorbital kurz bevor der Mikroskopie injiziert.

7.6.2 TRITC-Dextran

Des Weiteren verwendeten wir den Farbstoff Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC)-
Dextran ([Mw] = 155 000 Da, SIGMAALDRICH GmbH, Darmstadt) in einer Konzentration
von 5mg / ml NaCl 0,9%. Es wurden 0,1 ml intravends, retroorbital kurz bevor der

Mikroskopie injiziert.
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7.6.3 Cascade Blue

Das in Abschnitt 6.4 beschriebene Ziel war die in vivo Darstellung von Neuronen,
Astrozyten und Blutgefalien in einer Messung mittels TPLSM. Da die Neurone genetisch
mit YFP markiert waren und fur die in vivo Markierung von Astrozyten bisher nur ein
einziger Farbstoff bekannt ist, mussten wir flr die Blutgefale einen Farbstoff auswahlen,
dessen Emissionsspektrum sich von dem von SR101 und YFP unterscheidet. Wir
verwendeten somit fur die intraluminale Farbung des Gefallsystems den
Fluoreszenzfarbstoff Cascade Blue, ebenfalls in an ein Dextran konjugierter Form
([Mw] = 10 000 Da, invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Es wurden 0,1 ml intravends, retroorbital in einer Konzentration von 12,5 mg / ml

in NaCl 0,9% kurz vor der Mikroskopie injiziert.

Vergleichende Aufnahmen mittels TPLSM der drei genannten Gefallmarker sind im

Kapitel Ergebnisse, in Abbildung 26 zu erkennen.

7.7 Datenauswertung

7.7.1 Imaged

Mithilfe der Software ImageJ (Version 1.53a, public domain) konnten wir die
aufgenommen z-Stacks 6ffnen, die verschiedenen Kanale zusammenfiigen und weitere
Analysen durchflihren. Fur die Messung der Gefallidurchmesser luden wir den jeweiligen
z-Stacks des Kanals 525 nm in das Programm und erstellten anschlieRend eine maximale
Projektion (Image — Stacks — Z Project). Es erfolgte hierdurch die Umwandlung des 3D-
Bilds in eine 2D-Abbildung. In dieser Abbildung flhrten wir anschlieend Messungen
derjenigen Gefale durch, die eine als Hilfslinie eingezeichnete Bilddiagonale (links oben
nach rechts unten) schnitten. Durch diese Verfahren wurde somit eine reprasentative

Auswahl der GefalRdurchmesser getroffen.
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7.7.2 Imaris

Fir die Analyse der Blutgefalle verwendeten wir zudem das Bildverarbeitungsprogramm

Imaris (Oxford Instruments, Abingdon, UK).

Die Funktion Surface der Software ermdoglicht es, aus den Fluoreszenzsignalen 3D-
Korper zu erstellen. Dabei kdnnen diverse Parameter, wie z.B. der Schwellenwerte der
Intensitat des Fluoreszenzsignals, verandert werden. AnschlieRend lassen sich die
rekonstruierten Volumina hinsichtlich Anzahl, Volumen etc. quantifizieren. Um die Dichte
der BlutgefalRe zu quantifizieren, fihrten wir bei jedem der aufgenommenen Bilder eine

Rekonstruktion der Blutgefale durch. Wir verwendeten fir die Rekonstruktionen zur

statistischen Analyse die Softwareversion 9.5.1.

Abbildung 18: Beispielhaft dargestellt die Rekonstruktion von Blutgefafle mit Imaris. Links die Aufnahme
mittels TPLSM und rechts die entsprechende Rekonstruktion. MaRstabsleiste = 100 ym.

Bezuglich der systematischen Datenauswertung muss jedoch auf eine maogliche
Fehlerquelle hingewiesen werden: Es war nicht moglich, immer alle Parameter exakt
gleich einzustellen, da der Parameter threshold (dt. Schwellenwert) fir jede Aufnahme
unterschiedlich ausgewahlt werden musste. In unserer Analyse wurde die Voreinstellung
nicht verandert und somit die von dem Programm berechnete Einstellung Ubernommen

Die Auswahl des Schwellenwerts, ab welcher Grof3e und ab welcher Intensitat ein Signal
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als das gesuchte Objekt definiert wird, ist eine in der Literatur umfassend diskutierte

Problematik.

Fir das Zusammensetzen von einzelnen Aufnahmen zu einer grof3eren
Ubersichtsaufnahme des CCW (vgl. Abschnitt 8.2.2), verwendeten wir das Programm

Imaris Stitcher (Oxford Instruments, Abingdon, UK).

7.7.3 GraphPad Prism und Microsoft Excel

Zur Analyse und Veranschaulichung der Daten nutzten wir die Statistiksoftware
GraphPad Prism 9.1.2 (226) (Graphpad Software, Inc.). Unterstlitzend verwendeten wir

fur einige Rechnungen die Software Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation).

7.7.4 Berechnung der Gefaldichte

Fir die Berechnung der Gefalddichte dividierten wir das errechnete Volumen durch das

insgesamt aufgenommene Volumen.
Die Formel lautete:

Veefi
GefaRdichte [%] = —<L2Ee

VUGesamt
Veesamt D€Irug einheitlich fur alle Aufnahmen:

Veesamt = X * Y * 2 =500 pm * 500 pm * 100 um
= 25000 000 um?3
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8 ERGEBNISSE

8.1 Aufnahmen mittels Intravital-Epifluoreszenz-Videomikroskopie

Die IVM hat einen wichtigen Stellenwert in unserer Forschungsarbeit eingenommen,
auch wenn wir fur den Grofteil der Arbeit die TPLSM verwendeten. Die IVM eignete sich
in unserem Forschungsvorhaben vor allem flr die Validierung der Operationsmethoden
CCW und dMCAo. Wir verwendeten die IVM zudem fur die Darstellung von Blutgefalien
mithilfe von FITC-Dextran.

Die Vor- und Nachteile der IVM, auch im Vergleich zur TPLSM, werde ich detaillierter in
Abschnitt 9.2.4 diskutieren.

8.2 Aufnahmen mittels Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie

8.2.1 Grundlegende Erkenntnisse

Vorangehend sollen einige grundlegende Erkenntnisse fur die erfolgreiche Durchfihrung

von in vivo Aufnahmen mittels TPLSM dargelegt werden.

Es ist unumganglich, sich vor Beginn der Untersuchungen intensiv mit den physikalischen
Zusammenhangen zu befassen. Einen Teil davon habe ich in dieser Arbeit erlautert. Die
Aufnahmen, die ich im Folgenden darstellen werden, sind entstanden, nachdem wir
unsere Aufnahmeeinstellungen mehrere Male revidiert und von Grund auf neu konzipiert
habe. Nachfolgenden Gruppen empfehlen wir besonderen Wert auf die folgenden

Parameter zu legen:

e Aufbau fur die zu untersuchende Probe, d.h. welche Hilfsmittel (z.B.
stereotaktischer Rahmen, Warmeplatte, Hilfsmittel fir die Narkose etc.) sind
notwendig und wie kann man diese am TPLSM verwenden?

e Welches Obijektiv soll fur die Messungen verwendet werden?

¢ Mit welcher Wellenlange werden die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe angeregt
und ist der OPO (Wellenlangen > 1020 nm) zu verwenden?
In welchem PTM kann man die Emissionsspektren detektieren? Gibt es

Uberschneidungen der Emissionsspektren?

-53 -



o Wichtige Parameter, die sich in der Software ImspectorPro 208 modifizieren
lassen: GroRe des Bildausschnitts, Line Average (Empfehlung: Stufe ,4“ reduziert
stérendes Rauschen bereits deutlich.), Hohe der Laserpower (Vorsicht vor zu
hoher Laserpower, da das Gewebe geschadigt werden kann!), Signalverstarkung
der PMTs, etc.

Zwei der genannten Einstellungen mochte ich vergleichend bildlich darstellen.

Fir die Anregung von SR101 identifizierten wir unter Verwendung des OPO die

Wellenlange 1100 nm als optimal (vgl. Abbildung 19).

Abbildung 19: Messung des gleichen Bildausschnitts, mithilfe des Ti:Sa mit 850 nm (links), mit 930 nm
(Mitte) und des OPO mit 1100 nm (rechts) an Tag 28 nach dMCAo. Mal3stabsleiste = 50um.

Die Korrektur durch die Funktion Line Average flhrt zu einer Reduktion des stérenden

Rauschens. Ein Beispiel ist in Abbildung 20 gezeigt.

-54 -



Abbildung 20: Messung des gleichen Bildausschnitts mit Line Average 1 (links) und mit Line Average 4
(rechts) an Tag 28 nach ShamOP. Mithilfe von FITC sind BlutgefalRe dargestellt. Gesamtes Bild:
Malstabsleiste = 50 ym, Bildausschnitt: MaR3stableiste = 50 um.
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8.2.2 Darstellung des gesamten chronisch kranialen Fensters

Mithilfe der in 7.5.3 beschriebenen Aufnahmemethode Tile Scan ist es gelungen, das
gesamte CCW abzubilden. Beispielhaft ist die Aufnahmen von Astrozyten im gesamten
CCW einer GFAP-GFP-positiven Maus in Abbildung 21 dargestelit.

300 um

Abbildung 21: Darstellung des gesamten CCW, hier zu sehen Astrozyten einer GFAP-GFP-positiven
Maus. Malstabsleiste = 300 ym.
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8.3 Darstellung von Neuronen

Die Darstellung von Neuronen gelang durch die Verwendung der in 7.2 beschriebenen
Versuchstiere. Fur die Anregung des Fluorophors YFP verwendeten wir eine Wellenlange
von 930 nm. Beispielhaft sind in Abbildung 22 mittels TPLSM generierte Aufnahmen von
Thy-1-positiven Neuronen nach Operation des CCW dargestellt.

Abbildung 22: Die Abbildung zeigt in zwei verschiedenen Ansichten (links Aufsicht auf den Kortex, rechts
sagittale Ansicht) die Aufnahme von YFP-markierten Thy1-positiven Neuronen mittels TPLSM.
Malstabsleiste = 50 ym.

8.4 Darstellung von Astrozyten

Die Bestatigung der in vivo Farbung von Astrozyten durch SR101 wurde bereits
ausfuhrlich in Abschnitt 7.6.1.2 beschrieben. In Abbildung 23 sind noch einmal
Aufnahmen von Astrozyten in der Peri-Infarktzone dargestellt, welche an Tag 3 nach
ischamischem Schlaganfall durch die intrakortikale Applikation von SR101 angefarbt

wurden.
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Abbildung 23: Darstellung von Astrozyten in vivo an Tag 3 nach ischamischem Schlaganfall mittels TPLSM
durch die intrakortikale Applikation von SR101. Malstabsleiste = 50 um.

Es konnten zudem Astrozyten und Blutgefal3e in vivo mittels TPLSM zeitgleich dargestellt
werden. Das Beispiel einer Aufnahme aus der Peri-Infarktzone an Tag 3 nach dMCAo ist
in Abbildung 24 dargestellt. Diese Aufnahme wurde mit einer Wellenlange von 930 nm

generiert.

Abbildung 24: Darstellung von Astrozyten (Rot, SR101) und BlutgefaRen (Griin, FITC-Dextran) mittels in
vivo TPLSM an Tag 3 nach ischamischem Schlaganfall. MaRstabsleiste = 50 um.
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Die zeitgleiche Darstellung von Astrozyten durch SR101 und YFP-positiven Neuronen ist
ebenfalls gut moglich. Das Beispiel einer Aufnahme, die mit einer Wellenlange von 930

nm generiert wurde, ist in Abbildung 25 dargestellt.

Abbildung 25: : Darstellung von Astrozyten (Rot, SR101) und Neuronen (Gelb, YFP) mittels in vivo TPLSM.
Mafstabsleiste = 50 ym.

8.5 Darstellung von BlutgefaBen

8.5.1 Vergleich der verschiedenen Fluorophore

Fir die Darstellung von Blutgefalle stehen diverse intraluminale Fluorophore zur
Verfigung. In unseren Untersuchungen verwendeten wir die Farbstoffe FITC-Dextran,
TRITC-Dextran sowie Cascade Blue. Genauere Angaben bzgl. der Dosierung etc. sind
Abschnitt 7.6.1 - 7.6.3 aufgefiihrt. Eine vergleichende Ubersicht der drei Fluorophore ist
in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Darstellung von Blutgefalen mit den verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen mittels TPLSM.
Von links nach rechts: FITC-Dextran (Grin), TRITC-Dextran (Rot) und Cascade Blue (Blau).
MalRstabsleiste = 50 ym.

Fir die Darstellung von TRITC-Dextran mittels TPLSM wurde eine Wellenlange von
800 nm gewahlt. Fir die Darstellung von Cascade Blue in der TPLSM wurde eine

Wellenlange von 750 nm als optimal ermittelt.

FITC-Dextran konnte mit einer Wellenlange von 850 nm mittels TPLSM optimal
dargestellt werden und erwies sich als der zuverlassigste Farbstoff flr die Darstellung
von Blutgefalien. Mit diesem Fluorophor konnten auch kleine Kapillaren in der TPLSM
optimal dargestellt werden. FITC-Dextran eignet sich zudem fur die Darstellung von
Blutgefallen mittels IVM (vgl. Abbildung 27).

oi-03 200 1998

Abbildung 27: Darstellung von BlutgefalRen mit FITC-Dextran mittels IVM an Tag 7 nach Operation des
CCW. Malstabsleiste = 0.06 mm.
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8.5.2 Beispielhafte Darstellung einer Untersuchungsreihe

Fir die erste Untersuchungsreihe wahlten wir die Darstellung von Blutgefalen mittels
FITC-Dextran. In Abbildung 28 sind beispielhaft die Aufnahmen der BlutgefalRe nach

ShamOP bzw. nach dMCAOo jeweils aus dem Quadrant 2 Uber den Zeitraum von 28 Tagen

dargestellt.
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Abbildung 28: Aufnahmen von Blutgefaf3en (FITC) aus dem Quadrant 2 im Verlauf (Tag 3, Tag 7 und Tag
28) bei der ShamOP (links) und nach dMCAOo (rechts). Malstabsleiste = 100 um.

-62 -



8.6 Analyse des GefaRdurchmessers

Alle Werte der GefalRdurchmesser wurden aufgeschlisselt nach Aufnahmezeitpunkten
und nach Quadranten zusammengetragen. Bei den Aufnahmen nach ischamischem
Schlaganfall wurden die Quadranten 1 und 2 als Infarktkern und Quadranten 3 und 4 als

Peri-Infarktzone definiert.

Eine Verdeutlichung der Quadranteneinteilung sowie eine Begrindung der
Unterscheidung in Infarktkern und Peri-Infarktzone habe wurde in Abschnitt 7.3.2.1

erlautert bzw. in Abbildung 8 dargestellit.

8.6.1 Vergleich von Schlaganfall und ShamOP

Fir die Analyse der Gefalkidurchmesser wurde zunachst fur jeden Aufnahmezeitpunkt die
Haufigkeitsverteilung aller in den Quadraten 1-4 gemessenen GefalRdurchmesser nach
ShamOP bzw. nach dMCAo dargestellt.

Zunachst Iasst sich festhalten, dass in beiden Versuchsgruppen mit dem Fortschreiten
der Untersuchungszeitpunkte eine hohere Anzahl an Gefallen aufgenommen werden
konnte. Anhand des Histogramms ist zu erkennen, dass in der Versuchsgruppe mit
dMCAo an Tag 28 deutlich mehr GefalRe mit kleinem Durchmesser (< 10um)
aufgenommen werden konnten als bei der Mikroskopie an Tag 3. Dies ist auch in der

Versuchsgruppe mit ShamOP der Fall.

In der statistischen Analyse fallt auf, dass in der Versuchsgruppe mit dMCAo die
Medianwerte  der gemessenen  Gefalddurchmesser  kontinuierlich  sinken:
Tag 3=17,93 ym, Tag 7 = 10,05 ym und Tag 28 = 7,98 um. In der Versuchsgruppe mit
ShamOP lauten die Medianwerte: Tag 3 = 990 ym, Tag 7 = 11,55 ym und
Tag 28 = 6,64 ym. Der Median der Vergleichsgruppe mit ShamOP liegt an Tag 3 deutlich
unter dem Median der Versuchsgruppe mit dMCAo. Der Median und die
Haufigkeitsverteilung der GefalRdurchmesser der beiden Versuchsgruppen naherten sich

an Tag 28 an.

Die Analyse mittels unpaarigem T-Test zeigte an Tag 3 einen 4fach-signifikanten
Unterschied der GefalRdurchmesser nach ShamOP im Vergleich zu dMCAo
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(p-Wert = <0,0001). An Tag 7 ergab sich ein einfach-signifikanter Unterschied der
Gefalkdurchmesser beider Versuchsgruppen (p-Wert = 0,0424). Bei den Aufnahmen an
Tag 28 ermittelten wir ebenfalls einen einfach-signifikanten Unterschied der
GefalRdurchmesser nach ShamOP im Vergleich zu dMCAo (p-Wert = 0,0151) in der

statistischen Analyse.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 und Abbildung 30 dargestellt.
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Haufigkeitsverteilung des GefaRdurchmessers an Tag 3 nach OP
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Abbildung 29: Vergleichende Darstellung zwischen ShamOP und dMCAo der mittels TPLSM gemessenen
Gefalldurchmesser als Haufigkeitsverteilung in Histogrammen. Von oben nach unten sind die drei
Aufnahmezeitpunkte (Tag 3, Tag 7 und Tag 28) dargestellt. Zu beachten sind die Skalierungen der X- und
Y-Achsen, die zum Zweck der besseren Lesbarkeit sich nicht entsprechen.

- 65 -



GefaRdurchmesser bei ShamOP vs. dMCAo an Tag 3
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Abbildung 30: Darstellung der statistischen Analyse des Unterschied zwischen den ermittelten
Gefallidurchmessern bei ShamOP und dMCAO mittels unpaarigem T-Test. Von oben nach unten sind die
drei Aufnahmezeitpunkte (Tag 3, Tag 7 und Tag 28) dargestellt.
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Zusatzlich sind in Abbildung 31 vergleichend vergroRerte Bildausschnitte der Aufnahmen
aus Abbildung 28 dargestellt, an denen die beschriebenen Unterschiede der

Gefalldurchmesser erkannt werden konnen.

dMCAo

Tag 3

Tag 7

Tag 28

Abbildung 31: Vergleich der Gefale (FITC) an den verschiedenen Aufnahmepunkte (Tag 3, Tag 7 und Tag
28) mittels TPLSM im Vergleich zwischen ShamOP (links) und dMCAo (rechts). Alle Aufnahmen stammen
jeweils aus Quadrant 2. Mal3stabsleiste = 50 uym.
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8.6.2 Vergleich von Infarktkern und Peri-Infarktzone

Die Auswertungen der Gefallidurchmesser wurden anschlieend innerhalb
Versuchsgruppe mit dMCAo als Vergleich zwischen Blutgefallen von innerhalb des
Infarktkerns (Quadrant 1 und 2) gegenlber der Peri-Infarktzone (Quadrant 3 und 4)
durchgefuhrt. Zuerst sind wieder die Histogramme der Verteilung der Gefalkdurchmesser
und zusatzlich die Ergebnisse der statistischen Analyse mittels unpaarigem T-Test
dargestellt (vgl. Abbildung 32 und Abbildung 33).

Es fallt auf, dass zu allen Untersuchungszeitpunkten der Median der Gefalddurchmesser
in dem Infarktkern einen geringeren Wert aufweist als in der Peri-Infarktzone. Die
Medianwerte des Infarktkerns lauten: Tag 3 = 14,41 pym, Tag 7 = 9,44 pm,
Tag 28 =7,07 ym wund die der Peri-Infarkzone lauten: Tag 3 = 18,43 um,
Tag 7 = 10,65 um, Tag 28 = 8,52 ym. In der statistischen Analyse lasst sich zu keinem

Untersuchungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied ermitteln.
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Haufigkeitsverteilung des GefaRdurchmessers an Tag 28 nach dMCAo
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Abbildung 32: Vergleichende Darstellung der im Infarktkern und Peri-Infarktzone nach dMCAo der mittels
TPLSM gemessenen Gefalkdurchmesser als Haufigkeitsverteilung in Histogrammen. Von oben nach unten
sind die drei Aufnahmezeitpunkte (Tag 3, Tag 7 und Tag 28) dargestellt.
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Abbildung 33: Darstellung der statistischen Analyse des Unterschied zwischen den ermittelten
Gefalldurchmessern im Infarktkern und Peri-Infarktzone nach dMCAo mittels unpaarigem T-Test. Von oben
nach unten sind die drei Aufnahmezeitpunkte (Tag 3, Tag 7 und Tag 28) dargestellt.
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8.7 Analyse der GefaRdichte
8.7.1 Vergleich von Schlaganfall und ShamOP

Neben dem GefalRdurchmesser wahlten wir auch die GefalRdichte als einen
Analyseparameter. Zuerst wurde wiederum die Gefalddichte der Quadranten 1-4 der
Versuchsgruppe mit dAMCAo mit den Werten ebendieser Quadranten der Kontrollgruppe
mit ShamOP verglichen. Es fallt auf, dass zu allen Untersuchungszeitpunkten die
Medianwerte der GefaRdichte in der Versuchsgruppe mit dMCAo (Tag 3 = 1,52 ym3,
Tag 7 = 2,41 ym3, Tag 28 = 1,48 ym3) Uber denen der Kontrollgruppe mit ShamOP (Tag
3 =0,72um3, Tag 7 = 0,95 ym3, Tag 28 = 1,41 uym?) liegen. Wenngleich die mediane
GefalRdichte an Tag 3 und 7 zwischen den beiden untersuchten Gruppen deutlich

auseinanderliegt, fallt der Unterschied an Tag 28 nur minimal aus.

In der statistischen Analyse kdnnen die Unterschiede der Gefalidichte nicht als signifikant
bewertet werden. Die Ergebnisse der wunpaarigen T-Tests 2zu den drei

Untersuchungszeitpunkten sind in Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Statistische Analyse mittels unpaarigem T-Test der GefalRdichte zu den jeweiligen
Messzeitpunkten (Tag 3, Tag 7 und Tag 28 im Vergleich zwischen ShamOP und dMCAo.
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8.7.2 Vergleich von Infarktkern und Peri-Infarktzone

Bei dem Vergleich von Infarktkern und Peri-Infarktzone zeigt sich im Infarktkern zu den
Untersuchungszeitpunkten Tag 3 und Tag 7 ein niedrigerer Wert des Medians der
Gefaldichte (Tag 3 = 1,42 ym3, Tag 7 = 1,97 ym?3) als in der Peri-Infarktzone (Tag 3 =
2,35 um3, Tag 7 = 2,57 um?3). An Tag 28 liegt der Median der GefaRdichte im Infarktkern
(Tag 28 = 1,58 um3) minimal Gber dem Median der GefaRdichte der Peri-Infarktzone (Tag
28 = 1,46 um?).

Es lie sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied der
Gefaldichte zwischen Infarktkern und Peri-Infarktzone zu erkennen. Die Ergebnisse der
unpaarigen T-Tests zu den drei Untersuchungszeitpunkten sind in Abbildung 35

dargestellt.
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GefaRdichte an Tag 3 nach dMCAo
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Abbildung 35: Statistische Analyse mittels unpaarigem T-Test der Gefalddichte zu den jeweiligen

Untersuchungszeitpunkten (Tag 3, Tag 7 und Tag 28) und der Vergleich zwischen Infarktkern und Peri-
Infarktzone.
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9 DISKUSSION

9.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die in vivo Aufnahme der NVU mittels TPLSM zur
Untersuchung von Veranderungen nach ischamischem Schlaganfall etabliert. Es wurden
zudem Ergebnisse in Bezug auf gefamorphologische Veranderungen anhand der
Parameter Gefé8durchmesser und Gefél3dichte generiert. Meine Arbeit ermoglicht es, in
unserem Labor die systematischen in vivo Untersuchungen der NVU nach ischamischem
Schlaganfall mittels TPLSM fortzusetzen. AuRerdem kdénnen andere Projekte, die die

TPLSM einsetzen mochten, von den hier geschilderten Erkenntnissen profitieren.

9.2 Diskussion der Methoden

9.2.1 Chronisch kraniales Fenster

In der Literatur sind diverse Modelle eines CCW fur die in vivo Untersuchung des Kortex
mittels TPLSM beschrieben. Eine haufig diskutierte Fragestellung ist, ob es zu besseren
Ergebnissen fiihre, die Schadelkalotte auszudinnen, genannt thinned-skull (dt.
ausgedunnter Schadel) oder — wie in unseren Untersuchungen — eine Osteotomie mit
anschlieBendem Verschluss des Schadelfensters mit z.B. einem glasernen Deckglas,
genannt open-skull (dt. offener Schadel), durchzuflhren. Als Vorteil der thinned-skull-
Methode werden die geringe Invasivitat sowie die reduzierte Neuroinflammation
angefuhrt (Yang et al., 2010). Im direkten Vergleich der beiden Techniken zeigten sich
jedoch diverse Nachteile der thinned-skull-Methode gegenlber der open-skull-Methode:
Die Flache, die mit dem Mikroskop aufgenommen werden kann, sei kleiner, die Tiefe, bis
zu der gemessen werden konne, geringer und die Brechung des Lichts an der
Grenzschicht von Schadelknochen und umliegenden Gewebe wirde zu einer
schlechteren Abbildung der zu untersuchenden Strukturen fuhren (Isshiki and Okabe,
2014).

Bei der Operation des CCW mittels Osteomie ist es wichtig, die Dura mater an der Stelle

der Kraniotomie nicht zu entfernen, da sie bei den Untersuchungen mittels TPLSM eine
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wertvolle Orientierungshilfe darstellt (vgl. 7.5.1). Zudem reduziert sich die durch die
Operation induzierte Inflammation deutlich, wenn nicht in das intrakranielle Drucksystem
eingegriffen und das Gehirn nicht mit Luft in Kontakt gebracht wird (Shih et al., 2012).

Eine Verbesserungsmoglichkeit unserer Methode, die bei dem von uns gewahlten
Versuchsaufbau nicht implementiert werden konnte, ware eine Verbindung zwischen dem
CCW und dem Objektiv des Mikroskops, d.h. eine Mdglichkeit der Kopfhalterung.
Dadurch konnte dauerhaft der gleiche Bildausschnitt sowie Blickwinkel auf das zu
untersuchende Feld sichergestellt werden und du Vergleichbarkeit der longitudinal

generierten Aufnahmen verbessert werden.

Eine derartige Konstruktion kénnte z.B. die Kombination aus einem speziell modifizierten
Titanring mit einer metallenen Fixierungsstation sein, wie sie von Hefendehl et al.
beschrieben wurde (Hefendehl et al., 2012). Eine andere Moglichkeit ist die Anwendung
eines Schraubenmutter / Schraub-Systems (Shih et al.,, 2012). Zudem sind bereits
entsprechende Versuchsaufbauten veroéffentlicht worden, bei denen die Maus wahrend
des Mikroskopievorgangs wach ist — mit dem Vorteil, dass ein mdglicher Einfluss der

Narkose auf das Blutgefaldsystem eliminiert werden kann (Li et al., 2020).

Erwahnen mdchte ich aulerdem eine Aufnahmemethode, die mit der Entwicklung von
spezialisierten Linsen, sog. Gradientenindex-Linsen, moglich wurde. Gradientenindex-
Linsen verandern durch spezielle Materialeigenschaften die Brennweite so, dass in
deutlich tiefer liegenden Gewebsschichten an lebenden Organismen Aufhnahmen
generiert werden kénnen. Dieses auch als Endomikroskopie bezeichnete Forschungsfeld
ermoglicht es z.B. mehrere Millimeter tief gelegene Strukturen des Gehirns, wie
bespielweise die Pyramidenzellen aus der CA1-Region des Hippocampus, aufzunehmen
(Meng et al.,, 2019) . Auch die in der Einleitung erwahnten in vivo Aufnahmen des
Knochenmarks werde durch den Einsatz von Gradientenindex-Linsen ermdoglicht
(Reismann et al., 2017, Stefanowski et al., 2020).

Mit der in unseren Untersuchungen verwendeten Methode des CCW erzielten wir gute
Ergebnisse. Flr die Zukunft kdnnen die aufgefuhrten Anregungen jedoch genutzt werden,

um die Methode weiter zu verbessern.
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9.2.2 Distale Okklusion der A. cerebri media

Um einen Schlaganfall im Tiermodell zu simulieren, sind verschiedene Methoden
bekannt. Wie in allen tierexperimentellen Modellen muss die Frage nach der
Vergleichbarkeit mit humanen Prozessen gestellt werden. Die dMCAo stellt eine
chirurgische Herausforderung dar, sticht jedoch durch die visuelle Kontrolle der erfolgten
Okklusion und die gute Reproduzierbarkeit der Infarktgro3e hervor (Fluri et al., 2015).
Zudem ist die Dauer Operation mit ca. 20 Minuten im Vergleich zu anderen Methoden
gering (Llovera et al., 2014). Positiv in Bezug auf die Vergleichbarkeit ist zu nennen, dass
dieses Modell die durchschnittliche Grofde des Infarktkerns bei humanen Patientinnen

und Patienten realistischer als andere bekannte Modelle nachbildet (Carmichael, 2005).

Ein weiteres, haufig verwendetes tierexperimentelles Modell ist die proximale Okklusion
der MCA. In diesem Modell wird ein mit Silikon beschichteter Faden in das Lumen der
A. carotis interna eingefiihrt, vorgeschoben und der Abgang der MCA fir meist 30-120
Minuten transient blockiert (Chiang et al., 2011). Bei erfolgreicher Durchfiihrung zeigt sich
ein ausgedehnter Schlaganfall, der neben dem Cortex auch den Thalamus,
Hippocampus und die Substantia nigra betrifft (Canazza et al., 2014). Fir die in vivo
TPLSM ist jedoch von Nachteil, dass sich die Infarktzone — im Vergleich zu der dMCAo —
weniger weit in die Peripherie ausbreitet (Fluri et al., 2015). Fur die Mikroskopie kann die
proximale Okklusion der MCA somit von Nachteil sein, da die Infarktzone eventuell nicht

mit dem in der Eindringtiefe begrenzten Mikroskop erfasst werden kann.

Insgesamt muss man festhalten, dass jedes bisher bekannte Tiermodell Limitationen
aufweist und sich neuroprotektive Behandlungstherapien, die an bekannten Tiermodellen
des ischamischen Schlaganfalls Wirkung gezeigt haben, bisher kaum auf die Behandlung

von Menschen anwenden lassen (Sommer, 2017).

In einem Review aus dem Jahr 2006 nennt U. Dirnagl als Limitationen des Tiermodells
z.B., dass Behandlungsergebnisse von jungen, gesunden Mausen nicht ohne Weiteres
auf altere, komorbide Patientinnen und Patienten Ubertragen werden kénnen oder dass
die Dosis eines Medikaments, welches am Tiermodell zum Einsatz kommt, bei einem
Menschen aufgrund der toxischen Nebenwirkungen nicht gegeben werden kann. Er
aulert sich jedoch auch kritisch Uber die Ergebnisse einiger Wissenschaftlerinnen und

Wissenschaftler, die ihre eigenen Ergebnisse aufgrund z.B. von falschen statischen

-77 -



Berechnungen, als zu relevant einschatzen und ladt zu einer Diskussion Uber ebensolche

qualitativen Mangel in der Forschung ein (Dirnagl, 2006).

Dies sollte uns aber nicht von der weiteren Grundlagenforschung zu den Mechanismen

sowie der Therapie des ischamischen Schlaganfalls abhalten.

9.2.3 Fluoreszenzfarbstoffe

9.2.3.1 YFP zur Darstellung von Neuronen

Die genetische Fluoreszenzmarkierung der Neurone ermoglichte zuverlassig deren
Aufnahme mittels TPLSM. In Bezug auf eine mdgliche Quantifizierung besteht
beispielsweise die Moglichkeit, Veranderungen der dendritischen Spines zu analysieren,
woflr Beispiele bei anderen Forschungsgruppen gefunden werden kénnen (Brown et al.,
2007). Da aber bisher unser Fokus noch nicht auf der Untersuchung von dendritischen

Fortsatzen gelegen hat, fuhrten wir diese Analysen nicht durch.

9.2.3.2 Fluoreszenzfarbstoffe zur Darstellung von BlutgefalRen

Die intravendse, retroorbitale Injektion der Farbstoffe FITC-Dextran, TRITC-Dextran oder
Cascade Blue zur Markierung von Blutgefallen hat problemlos funktioniert. Fir die
Darstellung von Kapillaren eignet sich aus unserer Erfahrung am besten die Verwendung

des Fluoreszenzfarbstoffs FITC-Dextran.

Bei den genannten Fluoreszenzfarbstoffen zur Darstellung von BlutgefaRen handelte es
sich stets um ein an eine Dextran gekoppeltes Fluorophor. Durch die entsprechende
Auswahl im Einkauf, konnten wir die Grof3e des Dextrans und damit das molekulare
Gewicht der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe zur Darstellung von Blutgefalen
verandern. Dies ist wichtig zu beachten, da z.B. die Applikation von Cascade Blue mit
einem MW von 10 000 Da in den ersten Tagen nach dem ischamischen Schlaganfall zu
einer Extravasation des Farbstoffs fuhren kann. Dies ist ein Grund, weshalb sich

Kapillaren in diesem Zeitraum mit dem Farbstoff Cascade Blue kaum darstellen lassen.
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9.2.3.3 SR101 zur Darstellung von Astrozyten

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag in der Etablierung eines geeigneten Ablaufs zur
Darstellung von Astrozyten innerhalb der NVU. Die Einschrankungen bei der Verwendung
des Farbstoffs SR101 zur in vivo Markierung von Astrozyten nach ischamischem

Schlaganfall werden daher im Folgenden noch einmal besonders ausflihrlich diskutiert.

In der Literatur wurde die Verwendung von SR101 zur in vivo Darstellung von Astrozyten
bereits beschrieben, jedoch nicht nach ischamischen Schlaganfall. Es wurden allerdings
Beobachtungen verdéffentlicht, die Herausforderungen bei der Anwendung von SR101

nach ischamischen Schlaganfall vermuten lieRen.

An Hirnschnitten, deren Versorgung mit Sauerstoff und Glukose reduziert wurde, wurde
von einer Offnung der Hemichannels aufgrund der hypoxischen Bedingungen und einer
Ausbreitung von SR101 ebenfalls in die Zellkérper der Neurone berichtet (Thompson et
al., 2006).

Die Frage, ob SR101 auch reaktive Astrozyten farbt, noch nicht beantwortet. Grund zum
Zweifeln stellt die Beobachtung dar, dass die Gap Junctions der Astrozyten im Fall der
Ischamie aufgrund der pH-Wert Verschiebungen verschlieen und so Austausch des
Farbstoffs behindert sein kann (Xu et al., 2010). Als die zwei groten Unsicherheiten
wurden in einer zusammenfassenden Verdffentlichung aus dem Jahr 2017 zum ersten
die Unsicherheit in der Spezifitat von SR101 fur die Farbung von Astrozyten und zum
zweiten das Risiko von unerwunschten exzitatorischen Nebenwirkungen, wie
beispielsweise Veranderungen der synaptischen Plastizitat, durch die Gabe von SR101

benannt (Hulsmann et al., 2017).

In unseren Untersuchungen war eine Kolokalisation von GFAP-GFP-positiven Astrozyten
und SR101-positiven Zellen an Tag 3 nach ischamischem Schlaganfall deutlich
erkennbar (vgl. Abschnitt 7.6.1.2). Wir gehen daher davon aus, dass sich SR101 fir die
Darstellung von Astrozyten nach ischamischem Schlaganfall eignet.

Einschrankend muss man jedoch sagen, dass sich unsere Methode nicht fur die
longitudinale Applikation eignet. An Tag 7, d.h. vier Tage nach der intrakortikalen
Applikation von SR101, konnten keine SR101-positiven Zellen mehr beobachtet werden
und auch eine erneute Applikation fuhrte nicht zu den gewunschten Ergebnissen.
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Vereinzelt sammelte sich SR101 in den Tagen nach der Applikation zudem in Zellen an,

bei denen es sich um eine Population handelte, welche den Farbstoff mit einem anderen

Fluoreszenzmuster aufnahm und aber oberhalb der Dura mater lag (vgl. Abbildung 36).

Abbildung 36: Aufnahmen mittels TPLSM von Astrozyten (SR101, rot) und der Dura mater (SHG, blau).
Links aus der Draufsicht (Maf3stableiste = 50 um) und rechts in der sagittalen Ansicht (Malstableiste = 80
pum). Es eine diskrete Gruppierung von SR101-positiven Zellen oberhalb der Dura mater zu erkennen.

Zu Beginn waren wir uns dieser Tatsache nicht bewusst, weshalb wir fur zukinftige
Messungen dringend empfehlen, vor jeder Messung, auch das Phanomen SHG (vgl.
7.5.1) zu nutzen, um zu identifizieren, ob sich der Aufnahmebereich Uber- oder unterhalb

der Dura mater befindet.

Die Zellpopulation oberhalb der Dura mater zeigte wie bereits erwahnt ein auffalliges
Fluoreszenzmuster. Wahrend die Astrozyten, welche unterhalb der Dura mater lagen,
lediglich im PTM der Wellenlange 593 nm (rot) zu detektieren waren, erschien das Signal
der unbekannten Zellpopulation in den Kanalen der PMTs 525 nm (grin) und 593 nm
(rot). Bei zeitgleicher Darstellung der beiden Kanale erschienen die Zellen gelb (vgl.
Abbildung 37).
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Abbildung 37: Fluoreszenzmuster der unbekannten Zellpopulation nach intrakortikaler Applikation von
SR101 in Aufnahmen mittels TPLSM. Sie konnte sowohl im PMT 525 (links, Griin), als auch im PMT 593
(rechts, rot) detektiert werden. Bei der Darstellung beider Kanéle erscheinen die Zellen Gelb (mittig). Der
Aufnahmezeitpunkt ist Tag 7 nach dMCAo. An Tag 3 wurde einmalig intrakortikal SR101 injiziert.
Mafstabsleiste = 100 ym.

Unsere Vermutung ist, dass es sich um Zellen handelt, die unspezifisch Farbstoffe
aufnehmen, unabhangig von der Untersuchungsmethode. Aufgrund dieser
Charakteristika und auch der beschriebenen morphologischen Eigenschaften, kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass es sich doch um eine Art von Immunzellen handelt,

welche den Fluoreszenzfarbstoff als Fremdstoff erkennen und aufnehmen.

Das Phanomen konnten wir in Zusammenhang mit SR101 in keiner Publikation finden.

9.2.4 Intravital-Epifluoreszenz-Videomikroskopie

Wie bereits erwahnt verwendeten wir die IVM in unseren Untersuchungen fur die
Validierung der Operationsmethoden CCW und dMCAo und auRerdem fir die Darstellung
von Blutgefallen mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran. Die IVM kann auch fur die
Darstellung von anderen Fluorophoren, passend zu den Parametern des Filterblocks

genutzt werden.

Ein anderes Beispiel fur die Nutzung der IVM ist die Darstellung von weil3en Blutzellen
mit dem Fluorophor Rhodamine 6G, wie es eine Arbeitsgruppe um Dr. Simon Bayerl in

unserem Forschungslabor bereits durchflhrte (Bayerl et al., 2016b).
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Der Aufbau der IVM nimmt nur verhaltnismaRig wenig Platz in Anspruch. Aus diesem
Grund konnte das Mikroskop fiur unsere Untersuchungen direkt neben dem

Operationssaal in einem abgedunkelten Raum platziert werden.

Ein weiterer Vorteil liegt in der leichten Handhabung der IVM. Im Vergleich zur TPLSM ist
eine Einarbeitung in die IVM als eine Methode der in vivo Mikroskopie unserer Erfahrung
nach zugig mdglich. Diese Methode kann somit auch flr kleinere Projekte mit einem
begrenzten Zeitumfang genutzt werden Sie empfiehlt sich zudem um ein Verstandnis der
physikalischen Grundlagen in Vorbereitung auf Untersuchungen mittels TPLSM

aufzubauen.

Im Hinblick auf mdgliche Limitationen der IVM sind zwei Dinge entscheidend: Zum einen
konnen durch die Verwendung des Filterblocks nicht zwei oder mehr Fluorophore
gleichzeitig detektiert werden. Der Filterblock muss stets zu dem verwendeten Fluorophor

passend gewahlt und kann nicht zeitgleich mit einem zweiten Filterblock genutzt werden.

Zum anderen ist die Auswertung der mittels IVM generierten Daten in unserem Labor
derzeit nur begrenzt moglich. Die Aufnahmen werden auf VHS-Videokassette
gespeichert, welche im Anschluss mit einem Analyseprogramm ausgewertet werden
konnen. Die Maoglichkeiten sind, vor allem im Vergleich zu den unzahligen Programmen

fur die Auswertung von Dateien, welche mittels TPLSM generiert wurden, begrenzt.

9.2.5 Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikrokopie

Die TPLSM wird oft mit der CLSM der verglichen. Bei der CLSM werden ebenso
Fluoreszenzfarbstoffe — allerdings mit lediglich einem einzelnen Photon — zur Anregung
gebracht und deren Emission detektiert. Ein Nachteil ist, dass mittels CLSM im Vergleich
zur TPLSM ein volumenmaRig groRer Teil der zu untersuchenden Probe aul3erhalb der
Fokusebene angeregt wird, wodurch das raumliche Auflésungsvermdgen sinkt. Die
Phototoxizitat ist bei der CLSM zudem hdher. Aus diesem Grund und aufgrund der
geringen Eindringtiefe kann die CLSM kaum am lebenden Organismus angewandt

werden.

Bei der TPLSM wird die Exzitation lediglich in einem volumenmalig sehr kleinen Bereich

erreicht, da fur diesen Effekt das quasi gleichzeitige Zusammentreffen von zwei Photonen
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an einem definierten Punkt notwendig ist. Auf diese Weise erhdht sich die raumliche

Auflésung und die Phototoxizitat wird deutlich reduziert.

Ein weiterer Vorteil der Tatsache, dass die fur die Anregung erforderliche Energie auf zwei
Photonen aufgeteilt wird, ist, dass sich die Wellenlange der einzelnen Photonen
verdoppelt bzw. die Frequenz halbiert. Hierdurch kann eine héhere Eindringtiefe erreicht
werden. Flr das Gehirn der Maus werden Werte von bis zu 800-1000 ym angeben
(Osswald and Winkler, 2013). Die TPLSM stellt einen entscheidenden Fortschritt in der
tierexperimentellen Forschung dar, da sie fur die Messung an lebenden Organismen gut

geeignet ist und konsekutive Messungen an dem gleichen Versuchstier ermoglicht.

Bei der Untersuchung von (patho)physiologischen Vorgangen des Gehirns hat die
Verwendung der TPLSM einen hohen Stellenwert in der aktuellen Forschung
eingenommen. Durch die post mortem Untersuchungen wie z.B. die Immunfluoreszenz
konnte man einzelne Zellpopulationen zwar gut charakterisieren, jedoch gelangen
Aufnahmen von der Interaktion von Zellen und deren Migration erst mit der Entwicklung
der TPLSM (Zhang and Murphy, 2007). Die TPLSM hat als Methode zur Untersuchungen
von einzelnen Zellen in ihrer intakten, lebenden Umgebung, wesentlichen Einfluss auf
den wissenschaftlichen Fortschritt genommen, besonders in den Bereichen
Neurowissenschaften, Immunologie und in der Krebsforschung (Zhang and Murphy,
2007).

Mittlerweile wurden zudem verschiedene Erganzungen der TPLSM entwickelt.
Beispielweise kann die Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie der Redoxcoenzyme
NADH und NADPH eingesetzt werden, um Informationen Uber den Stoffwechsel von

Zellen zu erlangen (Niesner et al., 2008).

Eine weitere Entwicklung ist die Kombination von TPLSM mit dem bildgebenden
Verfahren der optischen Koharenztomographie zur verbesserten Darstellung von

morphologischen Eigenschaften des Gewebes (Rakhymzhan et al., 2020).

Fir die Zukunft ist auRerdem die Weiterentwicklung und breitere Anwendung der Drei-
Photonen-Mikroskopie zu erwarten, mit der noch tiefer liegende Schichten des Gehirns

aufgenommen werden kénnen (Horton et al., 2013).
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9.3 Diskussion der Ergebnisse

9.3.1 Analyse von GefalRdurchmesser und Gefalidichte

In den hier vorliegenden Analysen wurde die Gefal3struktur nach ischadmischem
Schlaganfall anhand der Parameter GefdBdurchmesser und Gefédl3dichte Uber einen
Zeitraum von 28 Tagen analysiert. In unseren Untersuchungen zeigte sich eine
signifikante Erhdhung des Gefallddurchmessers an Tag 3 nach dMCAo. Diese kann als
Vasodilatation interpretiert werden. Zudem deutete sich eine erhohte Neubildung von
Blutgefalten an Tag 7 und eine weitgehende Rehabilitation des BlutgefalRsystems an
Tag 28 nach dMCAo an. Kein signifikanter Unterschied konnte hingegen innerhalb des
Schlaganfallbereichs, d.h. zwischen Infarktkern und Peri-Infarktzone, hinsichtlich der

genannten Parameter detektiert werden.

9.3.2 Vergleich von Infarktkern und Peri-Infarktzone

Der Vergleich zwischen den Veranderungen der BlutgefalRe des Infarktkerns gegenlber

der Peri-Infarktzone soll nun diskutiert werden.

In einem Review aus dem Jahr 2019 wurde eine verstarkte Angiogenese in der Peri-
Infarktzone an Tag 3 bis 7 nach ischamischem Schlaganfall beschrieben und zudem,
aufgrund des zeitgleichen axonalen Wachstums sowie der Proliferation, Migration und
Reifung von neuronalen Stammzellen, eine funktionelle Verbesserung des Gewebes

vermutet (Hatakeyama et al., 2020).

Den Zusammenhang von erhdhter Angiogenese in der Peri-Infarktzone und
verbessertem funktionellen Outcome nach ischamischem Schlaganfall bestatigten
Williamson et al. ein Jahr spater mit umfangreichen in vivo Untersuchungen. Zusatzlich
zu den morphologischen Untersuchungen wurden in dieser Publikation die
Flussgeschwindigkeiten der parenchymalen Blutgefal3en der Peri-Infarktzone Uber den
Zeitraum von 28 Tagen untersucht. Zunachst sank die Flussgeschwindigkeit innerhalb
stark ab, nach einer leichten Hyperamie an Tag 14 konnte jedoch an Tag 28 die Ruckkehr
der Flussgeschwindigkeit annahernd auf das Ausgangsniveau beobachtet werden
(Williamson et al., 2020).
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In unseren Untersuchungen waren die Veranderungen zwischen dem Infarktkern und der
Peri-Infarktzone weder in Bezug auf den GefalRdurchmesser noch in Bezug auf die
Gefaldichte signifikant.

Die Differenzierung von dem Infarktkern und dem Peri-Infarktzone ist nicht trivial. Die
Abgrenzung der beiden Areale trafen wir, wie in 7.3.2.1 beschreiben, durch den optischen
Eindruck des Aufnahmeareals sowie aufgrund der Gefallanatomie. Um diese Einteilung
zuverlassiger vorzunehmen, konnen in zukunftigen Experimente andere Methoden in

Betracht gezogen werden.

Eine Forschergruppe um Williamson et al. nutze flr Abgrenzung des Infarktkerns die
Laser-Speckle-Photometrie, mithilfe derer die Blutflussgeschwindigkeit gemessen und
Werte unterhalb eines festgelegten Grenzwertes (z.B. < 20% im Vergleich zu einem pra-
Infarkt gemessenen Werts) dem Infarktkern zugeordnet werden konnen. Weiterhin
beschrieben die Autorinnen und Autoren das Phanomen der Autofluoreszenz bei
Messungen mit dem TPLSM in dem Infarktkern. (Williamson et al., 2020).

Eine andere Mdglichkeit ist es, mit Hilfe von speziellen Magnetresonanztomographie-
Sequenzen, sog. Diffusions-Messungen, auch genannt Diffusion Weighted Imaging, den
Infarktkern von der Peri-Infarktzone zu unterscheiden. Dieses Verfahren wird haufig auch

im klinischen Alltag verwendet.

Fir eine korrekte Einteilung in die Bereiche Infarktkern und Peri-Infarktzone in unseren
Untersuchungen spricht, dass durchaus ein Trend im Vergleich der Gefaldurchmesser

zu erkennen war, der in Abschnitt 8.6.2 und Abschnitt 8.7.2 beschrieben ist.

Die gewahlten Parameter zur Analyse der GefalRmorphologie stellen lediglich einen
Ausschnitt der moglichen Methoden dar. In Bezug auf die Analyse der GefalRe kdnnen
neben der hier ausgefuhrten Parametern GeféBdurchmesser und Gefél3dichte noch
weitere Analyse, z.B. die Auswertung der Verzweigungspunkte (engl. branching points),
die Gewundenheit der GefalRe oder die extravaskulare Diffusionsstrecke, gewahlt werden
(Corliss et al., 2019).
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9.4 Ausblick

In Bezug auf den Durchmesser und die Dichte der BlutgefalRe zeigten wir, dass eine
systematische Untersuchung mdglich ist. Folgen sollen nun noch die systematische
Untersuchung der Neuronen sowie der Astrozyten nach ischamischem Schlaganfall und

Ergebnisse Uber die Interaktion der genannten drei Komponenten der NVU.
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Darstellung wnd Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfir obliegt allein der
Promovierenden. Das Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie dbermnimmt hierfir keine

Haftung.
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