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Vorbemerkungen

Der Schlaganfall ist eine hiufige Erkrankung, die fiir die Betroffenen und deren
Angehorige oft zu einer enormen Belastung fiihrt. Trotz groB3er wissenschaftlicher
Anstrengungen sind viele Fragen ungeldst und sind unsere therapeutischen
Moglichkeiten noch sehr begrenzt. Zu unserem Verstindnis der Pathophysiologie
dieser Erkrankung hat die experimentelle Schlaganfallforschung wesentlich
beigetragen. Viele unserer Erkenntnisse sind nicht durch klinische Studien
abgesichert, da diese einen hohen Aufwand erfordern, erhebliche ethische
Anforderungen haben und die notwendigen Studienpopulationen oft sehr grof3
sind. Deshalb miussen wir auch bei der Formulierung von Therapieempfehlungen

auch auf tierexperimentelle Daten zuriickgreifen.
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Abkiirzungsverzeichnis

AB — Arteria basilaris

ACA — Arteria cerebri anterior

ACC — Arteria carotis communis

ACE — Arteria carotis externa

ACI — Arteria carotis interna

ACM — Arteria cerebri media

ACP — Arteria cerebri posterior

Akt — Proteinkinase B

BAD — Bel-2-Antagonist of Cell Death

CFU — colony forming unit

CIDS — central nervous system injury induced mmunodeficiency syndrome
DFX — Desferrioxamin

EPO — Erythropoietin

FACS — fluorescence activated cell sorting

GFP — griin fluoreszierendes Protein

HIF-1 — Hypoxie — induzierbarer Faktor 1

IFN-y — Interferon gamma

JAK2 — Janus — Kinase 2

MCAO — middle cerebral artery occlusion

NF- kB — nukledrer Faktor Kappa B

OPH — N-(2Quinolyl)valyl-aspartyl 2,6-difluorophenoxymethylketon
PAT — praventive antiinfektive Therapie

PI3K — Phosphoinositol — 3 - Kinase

RT-PCR — Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
SAP — Schlaganfall — assoziierte Pneumonie

SIDS — Schlaganfall — induziertes Immundepressionssyndrom
TNF-o — Tumornekrosefaktor alpha



1 Einleitung

Jedes Jahr erleiden in Deutschland ungefihr 150.000 Menschen einen Schlaganfall
(Kolominsky — Rabas, 2004). Diese Erkrankung ist in industrialisierten Lindern
die 3.hdufigste Todesursache und Hauptgrund fir Langzeitpflegebedirftigkeit.
Die einzige kausal orientierte Behandlung die zur Verfiigung steht, die
Thrombolyse, wird derzeit nur bei 2-4% aller Betroffenen eingesetzt (Aleu et al.,
2007). Umso wichtiger ist fiir die Schlaganfallpatienten eine optimale Versorgung,
welche auf einer spezialisierten s#roke unit erfolgt. In Deutschland konnen heute
mehr als die Hilfte aller akut Erkrankten auf einer Schlaganfallstation betreut
werden. (Weimar et al., 2007). Die Uberlegenheit des Stroke — Unit — Konzepts
gegentber einer Versorgung mit einem Stroke — Team oder einer Betreuung auf
einer internistischen, respektive neurologischen Normalstation gilt als
wissenschaftlich gesichert (Diez — Tejedor und Fuentes, 2001; Fuentes et al.,
20006). Sowohl die Sterblichkeit, das Ausmal3 der verbleibenden Behinderung und
die Hiufigkeit einer anschlieBend notwendigen institutionalisierten Pflege kénnen

durch eine Behandlung auf einer stroke unit gesenkt werden (Leys et al., 2007).

Das aktuell favorisierte Schlaganfallstationskonzept spezialisiert sich rein auf die
Betreuung von akuten Schlaganfallpatienten (dedicated stroke unif). Dazu werden die
akutmedizinische Behandlung mit friith beginnenden rehabilitativen Ma3nahmen
auf einer spezialisierten Uberwachungsstation zusammengefiihrt. Neben
besonderen apparativen und strukturellen Ressourcen bedarf es dazu eines
erheblichen personellen Aufwandes, der z.B. die 24-stiindige Anwesenheit eines
Neurologen, die Verfiigbarkeit von Neuroradiologen, Kardiologen,
Physiotherapeuten sowie speziell geschultem Pflegepersonal notwendig macht.
Aullerdem ist ein hoher Ausbildungsstandard aller beteiligten Berufgruppen und
deren kontinuierliche Fortbildung notwendig, um den Erfolg dieses

Therapiekonzeptes zu sichern (Leys et al., 2007).

Die integrative Betreuung auf einer Schlaganfallstation umfasst neben der

Akuttherapie (Thrombolyse) die Basistherapie (allgemeinmedizinische Behandlung



zur Aufrechterhaltung physiologischer Vitalparameter vor allem Blutdruck,
Blutzucker, Sauerstoffsittigung, Kérpertemperatur), die rasche dtiologische

Diagnostik, das individuelle Komplikationsmanagement, die frithe

Sekundirprophylaxe und die Frihrehabilitation (Klijn et al., 2003; Weimar et al.,
2007). Um ein hohes Maf} an Standardisierung zu ermoglichen, werden dazu von
Fachgesellschaften Therapieempfehlungen fortlaufend aktualisiert, die in

hausinterne Richtlinien (szandard operating procedures) umgesetzt werden sollen

(Kilkens et al., 2004).

Die Empfehlungen zur Akutbehandlung des Schlaganfalls griinden vor allem auf
unserem verinderten pathophysiologischen Verstindnis der Erkrankung. Dieses
ist in den letzten Jahren zu einem komplexen Modell ausgebaut worden (zur
Ubersicht Dirnagl et al., 1999). Die daraus abgeleiteten Empfehlungen zur
Basistherapie stiitzen sich im Wesentlichen auf tierexperimentelle
Untersuchungen. Klinische Therapiestudien, die diese Konzepte solide stiitzen
tehlen derzeit grofiteils (Mergenthaler et al., 2004; Harms et al., 2004). Wenn auch
Tierexperimente nicht frei von ethischen Bedenken sind, sind die Befunde der 7
vivo Forschung doch wesentlich fiir die Entwicklung von Therapieempfehlungen

geworden.

Unsere pathophysiologische Vorstellung vom ischidmischen Schlaganfall wird
heute am besten durch eine komplexe Schadenskaskade beschrieben, an deren
Anfang das akute Perfusionsdefizit steht. Nachfolgend ausgeloste Ereignisse
verlaufen teilweise aktiv, also energieverbrauchend und beziehen die Protein de
novo Synthese und Genexperession mit ein. Neben destruktiven Phinomenen
werden auch endogen — protektive Signalwege aktiviert deren Entdeckung

Hoffnung auf neuartige Therapieansitze geweckt hat (Dirnagl et al., 1999).

Ich fasse hier tierexperimentelle Arbeiten zusammen, die sich aus klinischen
Fragestellungen ergeben haben, in denen wir drei pathophysiologisch relevanten

Hypothesen nachgegangen sind:



1. Unser Schlaganfallmodell ldsst sich als cerebrales Schadensmodell
einsetzen, um das Regenerationspotential endogener Knochenmarkzellen
zu untersuchen.

2. Es ist moglich, Toleranz vor einem experimentellen Schlaganfall zu
induzieren, in dem geeignete systemische Stimuli zuvor subletal appliziert
werden.

3. Der Schlaganfall fihrt zu einer schweren systemischen Immundepression,
die das Auftreten der hiufigen Schlaganfall- assoziierten Pneumonien

begiinstigt.

1.1 Das Mausmodell der fokalen zerebralen Ischamie

Trotz einiger Limitationen ist die Maus ein wichtiger Modellorganismus fiir die
Schlaganfallforschung (Mergenthaler et al., 2004). Neben trivialen Argumenten
(kleines Saugetier, hohe Fortpflanzungsfrequenz, langjihrige Modellerfahrung),
die sie zu einer universell eingesetzten Spezies der biologischen Forschung
gemacht haben, sprechen die vielen verfiighbaren Ischimiemodelle, deren breite
Akzeptanz (Durukan und Tatlisumak, 2007) und die Méglichkeiten der
induzierten Gendefizienz (Knockout - Tiere) fur diese Spezies.

Als ein experimenteller Standard gilt heute das von Hara 1996 beschriebene, so
genannte ,,Fadenokklusionsmodell” der Maus (Hara et al., 1996). Wir haben dieses
Modell adaptiert (Abb. 1) und fiir die meisten der hier zusammengefassten
Befunde eingesetzt.

In allgemeiner Anisthesie wird nach Hautschnitt die Bifurkation der Arteria
carotis dargestellt. Die Arteria carotis communis (ACC) und Arteria carotis
externa werden mit einem Faden verschlossen. Es erfolgt eine kleine Arteriotomie
der distalen ACC, durch die der Fadenokkluder eingefiithrt wird. Dieses diinne (8-
0 USP) Nilonfilament ist am Ende mit Silikon beschichtet. Das Filament wird
tber die Arteria carotis interna (ACI) bis zum Abgang der Arteria cerebri media
vorgeschoben, wodurch er dieses Gefil3 verschlie3t (MCAQO — mzddle cerebral artery

ocelusion). Ein um die ACI und den Okkluder geknoteter Faden verhindert ein



vorzeitiges Zurlickgleiten des Filamentes. Das Tier kann nun aufwachen und wird
dann neurologisch untersucht. Zur Reperfusion des ACM — Stromgebietes kann

das Filament in erneuter Anisthesie wieder entnommen werden.

A
_\ /-

ACM -

ACP

ACI

fllcmenf

s

ACC

Abb. 1 Schematische Darstellung der Hirnbasisarterien der Maus und
des priparativen Zugangs zum Verschluss der Arteria cerebri

media

ACA — Arteria cerebri anterior, ACM — Arteria cerebri media, ACP — Arteria cerebri postetior, AB —
Arteria basilaris, ACE — Arteria carotis externa, ACI — Arteria carotis interna, ACC — Arteria carotis

communis, Filament — Fadenokkluder.

Trotz beachtenswerter experimenteller Storfaktoren wie der Aniésthesie, dem
Einbringen eines Fremdkorpers ins Gefdl3system, der notwendigen grof3en
Halspraparation, dem dauerhaften Verschluss der ACC durch die Priparation
sprechen vor allem die leichte Erlernbarkeit, die geringe Priparationszeit, die gute
Reproduzierbarkeit der Befunde und die Méglichkeit, mit einer Praparation
unterschiedlich lange Ischimien zu erzeugen fir dieses Modell. Die weite

Modellverbreitung in der Literatur hat aulerdem zur Vergleichbarkeit der Befunde
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aus unterschiedlichen Arbeitsgruppen gefithrt. Als wichtige experimentelle
ZielgroBen sind das resultierende Infarktvolumen (bspw. histologisch an

Gefrierschnitten bestimmt) und das neurologische Defizit akzeptiert.
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2 Darstellung und Diskussion eigener Forschungsergebnisse

2.1 Das Schadensmodell - MCAO

Die Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Dr. Josef Priller (Klinik fiir Psychiatrie, Charité
— Universititsmedizin Berlin) beschiftigt sich mit dem Regenerationspotential von
Knochenmarkzellen. Nachdem Arbeiten anderer Gruppen publiziert wurden, die
die Fihigkeit von injizierten Knochenmarkszellen zum Ersatz von geschidigten
Kardiomyozyten (Orlic et al., 2001) und Nervenzellen (Chen et al., 2001) zeigten,
konzentrierte sich Herr Prof. Priller auf die Fragestellung, ob auch endogene
Mechanismen der Mobilisation von Knochenmarksstammzellen in das
geschidigte ZNS existieren.

Herr Prof. Priller entwickelte dazu eine Maus — Chimare, deren Knochenmark mit
grin fluoreszierendem Protein (GFP) markiert wurde (Seite 42). Als akuten ZNS
— Schaden induzierten wir in diesen Tieren eine schwere fokale zerebrale
Reperfusionsischimie (60 Minuten MCAO), die einen ausgedehnten Infarkt
erzeugte. Im Zeitverlauf von bis zu 14 Tagen wurde die Einwanderung von GFP-
positiven Zellen, deren Ursprung im Knochenmark liegen musste, in das
Infarktareal histologisch untersucht. Wihrend vor dem experimentellen
Schlaganfall und in der gesunden Hemisphire nie GFP-positive Zellen gefunden
wurden, zeigte sich im Infarkt ein deutliches Infiltrat GFP-positiver Zellen. Ein
Teil dieser Zellen differenzierte dabei zu Mikroglia. Hierdurch war der Beweis
erbracht, dass genetisch modifizierte Knochenmarkszellen in den Bereich eines
akuten ZNS — Schadens migrieren kénnen. Es kann spekuliert werden, dass eine
andersartige Modifikation dieser Zellpopulation somit einen zelltherapeutischen
Ansatz auch iiber eine intakte Blut-Hirn-Schranke hinweg liefern konnte (Seite

45),
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2.2 Prdkonditionierung - Induzierte Ischdmietoleranz

Das Siugetiergehirn kann einer Ischamie nur wenige Minuten ohne Schaden
standhalten (Spielmayer, 1926). Andererseits ist seit mehr als 40 Jahren bekannt,
dass sich gegentiber einer Ischimie auch Toleranz induzieren lisst (Dahl und
Balfour, 1964). Die Beschiftigung mit der experimentellen Induktion der
Ischimietoleranz durch Prikonditionierung erfolgte fiir uns aus zwei
Uberlegungen: Zum einen wollten wir zugrunde liegende protektive
Signalkaskaden, die Schutz vor Ischimie vermitteln kénnen, verstehen. Aul3erdem
interessierte uns eine mogliche Ubertragung auf einen klinisch — therapeutischen
Ansatz. Dieser wire interessant, wenn bei bestimmten Patienten die Gefahr als
hoch eingeschitzt werden muss, dass es aufgrund einer Erkrankung oder einer
arztlichen Mal3nahme zu einer Hirnischamie kommen kann. Dieses Risiko besteht
beispielsweise bei grolen Herzoperationen (globale Perfusionsstérung wihrend
des Zirkulationsstillstandes) oder bei der Carotisthrombendarteriektomie (fokale
Perfusionsstérung durch arterio — arterielle Embolien). Derzeit wird bei
Herzoperationen eine Hypothermie induziert, um so die mégliche Hypoxiezeit zu
verlingern. Es wire eine interessante Alternative, gelange es, rechtzeitig im Gehirn

der betroffenen Patienten eine Toleranz gegentiber einer Ischimie zu erzeugen.

Die Mechanismen der Toleranzinduktion bleiben nicht auf die Bedingungen der
Hypoxie/Ischimie beschrinkt. Viele biologisch schidliche Ereignisse kdnnen,
wenn sie dicht unterhalb ihrer Schadensgrenze appliziert werden, endogene
Schutzmechanismen induzieren (Dirnagl et al., 2003).

Janoff fithrte in diesem Zusammenhang bereits 1964 die Begriffe Toleranz und
Prakonditionierung ein (Janoff, 1964).

Im Kontext des experimentellen Schlaganfalls ist der grundsitzliche
experimentelle Ansatz bei allen Modellen dhnlich: Ein prikonditionierender
Stimulus wird fir eine definierte Zeit und Dosis zu einem bestimmten Zeitpunkt
vor der eigentlichen Ischimie appliziert. Im giinstigen Fall entsteht darauthin

Toleranz gegentiber der Ischiamie.

Diese tritt in zwei gut definierten Zeitfenstern nach der Prikonditionierung auf:

13



Die ,klassische Prikonditionierung® im Intervall zwischen 5 und 120 Minuten
Offnet ein frithes protektives Fenster. Der Begriff , klassisch® bezieht sich dabei
auf die historisch alteren Arbeiten am Herzen.

Die ,,verzogerte Prikonditionierung® beginnt ungefihr 12 Stunden nach
prikonditionierendem Stimulus, erzeugt die gro3te Toleranz zwischen 48 und 96
Stunden und lésst sich in einzelnen Modellen bis zu 7 Tage lang nachweisen

(Dirnagl et al., 2003).

Viele Prikonditionierungsmodelle am Sdugerhirn beschiftigen sich mit dem
spiteren Zeitfenster (zur Ubersicht Weih et al., 2001), das Verinderungen der
Genexpression aufweist und von der de-novo Proteinsynthese abhingig ist.

Neben der ischamischen Prikonditionierung, bei der eine kurze sublethale
Ischimie Toleranz vor einer nachfolgenden schweren Ischimie induziert, sind
auch andere Prikonditionierungsmodelle charakterisiert worden. Jeweils nach der
Art des prakonditionierenden Stimulus benannt, wurden beispielsweise Modelle
der chemischen (Riepe et al., 1997), der inflammatorischen (Nawashiro et al.,
1997; Bordet et al., 2000), der physikalischen (Ding et al., 2005) und der
metabolischen (Zhan et al., 2002) Prikonditionierung beschrieben (zur Ubersicht

Weih et al., 2001; Dirnagl et al., 2003).

Diese Modelle haben zu unserem Verstindnis protektiver Signalwege gefithrt, wie
sie wihrend der Prikonditionierung aktiviert werden.

Mechanistisch gehen wir heute von 3 Phasen der Prikonditionierung aus:
Wichtige Vermittler der Toleranzinduktionphase (vor allem NMDA-, K*-

abhingige ATP- und Adenosinrezeptoren), der Transduktionsphase

(Transkriptionsfaktoren wie HIF-1, zzmediate early genes, Proteinkinasen) und der
Effektorphase (Expression der schiitzenden Proteine wie Hitzeschockproteine,
BCL — Proteine, Radikalfinger) sind inzwischen bekannt (Weih et al., 2001;
Dirnag] et al., 2003).

Wir bedurften zur Untersuchung endogen — protektiver Mechanismen zunichst

eines robusten experimentellen Modells der Prakonditionierung.
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2.2.1 Prdkonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff

Die Verwendung von hyperbarem Sauerstoff als physikalischem
Prakonditionierungsstimulus hat wichtige Vorteile: Der applizierte Stimulus kann
genau gemessen werden, die Prikonditionierung erfordert keinen invasiven
Ringriff, die Ubertragung des Modells auf andere Modellspezies und in die
Zellkultur ist einfach und der prakonditionierende Stimulus ist different vom
Schadensmodell.

Dartiber hinaus ist die Behandlung mit hyperbarem Sauerstoff bereits in der
Humanmedizin etabliert (Taucherkrankheit, Infektionen mit anaeroben Erregern),
weshalb eine Ubertragung des Prinzips auf die klinische Situation méglich
erschien.

Dem Ansatz lag die Hypothese zugrunde, dass durch die Verwendung von
hyperbarem Sauerstoff freie Sauerstoffradikale entstehen (Noda et al., 1983), die
Ischimietoleranz tber die Induktion antioxidativer Enzyme induzieren (zur
Ubersicht Schumann et al., 1999). Die prinzipielle Méglichkeit der
Prakonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff wurde bereits von Wada in einem

Modell der globalen Hypoxie gezeigt (Wada et al., 1996).

Wir untersuchten unterschiedliche Paradigmen der hyperbaren
Sauerstoffapplikation. Durch die Gabe von hyperbarem Sauerstoff (3 atm) fur
eine Stunde an finf aufeinander folgenden Tagen gelang es uns, Toleranz
gegeniiber einer permanenten fokalen zerebralen Ischidmie zu erzeugen, so dass
die entstehenden Infarktvolumen in der prikonditionierten Gruppe 27% kleiner
waren als in der Kontrollgruppe (Seite 36).

Dieses technisch simple Modell erwies sich jedoch als problematisch, weshalb wir
diesen Ansatz nicht weiter verfolg konnten. Die Prikonditionierung gelang nur in
einem der untersuchten Mausstimme und war begrenzt auf eine permanente
MCAO (Seite 37). Fur weitere Untersuchungen war dieses Modell somit

ungeeignet.
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2.2.2 HIF-1 abhdngige Prdkonditionierung

Im Zentrum der Adaptation einer Zelle an hypoxische Umgebungsbedingungen
steht der Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxie — induzierbarer Faktor 1), der als
yuniverseller Hauptschalter fungiert (zur Ubersicht Semenza 2000). Seine
Zielgene fihren zur Anpassung des Glucosestoffwechsels und -transports,
regulieren die vaskulire Biologie und greifen in den Eisenstoffwechsel und die
Erythropoese ein.

Fuir uns war vor allem das Zielgen /-protein Erythropoietin (EPO) von Interesse.
EPO kann im Gehirn gebildet werden (Masuda et al., 1994; Marti et al., 1996) und
sein Rezeptor wurde im Gehirn nachgewiesen (Digicaylioglu et al., 1995;
Morishita et al., 1997). Es wirkt tiber einen parakrinen neuroprotektiven
Mechanismus an Neuronen (Bernaudin et al., 1999; Sakanaka et al., 1998; Brines
et al., 2000).

Der wahrscheinlichste Mechanismus der EPO — vermittelten Neuroprotektion
dirfte dabei seine antiapoptotische Potenz sein, die es tiber mehrere Kaskaden
vermittelt. Daran sind neben der Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K), die
Proteinkinase B (Akt), der Be/-2-Antagonist of Cell Death (BAD) auch die Janus —
Kinase 2 (JAK2) und der Transkriptionsfaktor NF- KB beteiligt (Ruscher et al.,
2002).

Die zentrale Hypothese unserer Experimente war, dass es moglich ist,
experimentell die Induktion von HIF-1 zu verstirken, was zur Synthese seines
Zielproteins EPO fuhrt, das Giber den beschriebenen Signalweg Ischimietoleranz

vermittelt.

Wir etablierten Prikonditionierungsmodelle mit zwei bereits beschriebenen HIF-1
Induktoren: Hypoxie (Wang und Semenza, 1993a) und Desferrioxamin (DFX)
(Wang und Semenza, 1993b). DFX ist als Medikament zur Behandlung einer
Eiseniiberladung in Verwendung, weshalb sich diese Substanz zur
pharmakologischen Prikonditionierung anbot. Die Méglichkeit der
Prakonditionierung durch eine vorausgehende Hypoxie war zumindest in einem

Modell der neonatalen zerebralen Ischimie beschrieben worden (Sharp et al.,
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2004). Mit beiden Ansitzen gelang es uns, dosisabhingig Ischimietoleranz im

Mausmodell des experimentellen Schlaganfalls zu induzieren (Seiten 50, 70).

Die Modelle erwiesen sich als ausreichend stabil, um sie fur mechanistische
Untersuchungen einsetzen zu kénnen (Zusammenarbeit mit Dr. Karsten Ruscher
und Prof. Dr. Andreas Meisel, Klinik fiir Neurologie, Charité —
Universititsmedizin Berlin). In beiden Paradigmen konnten wir eine vermehrte
HIF-1 DNA-Bindung messen (Seiten 50, 71). Mittels rea/-tzme RT-PCR gelang uns
der Nachweis einer EPO — Induktionskinetik: Nach DFX — Prikonditionierung
liegt thr Maximum zweigipflig zwischen 4 und 24 Stunden (Seite 50), nach
hypoxischer Prikonditionierung zeigt sich ihr Maximum (6-facher Anstieg
gegentber Ausgangsniveau) 1 Stunde nach Hypoxie (Seite 71). Mit einem
Immunoassay auf Cortexneuronen (Zusammenarbeit mit Dr. Dirk Megow, Klinik
tiir Neurologie, Charité — Universititsmedizin Berlin) von zuvor hypoxisch
prikonditionierten Mausen konnten wir auch den Anstieg des EPO — Proteins
bereits 1 Stunde nach Hypoxie nachweisen (Seite 70). Im Gegensatz zum Gen
war das Protein noch nach 48 Stunden deutlich erh6ht nachweisbar.

Eine toleranzvermittelnde Funktion des EPO in diesem Modell schien also
plausibel. Den experimentellen Beweis daftir erbrachten wir durch ein
pharmakologisches Inhibitionsexperiment, bei dem wir nach der
prikonditionierenden Hypoxie 16slichen EPO — Rezeptor intrazerebroventrikulir
in das Mausgehirn infundierten. Hierdurch wurde der prikonditionierende Effekt
der hypoxischen Vorbehandlung teilweise aufgehoben (Seite 71), was die

Beteiligung des EPO an der Ischimietoleranz belegt.
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2.3 Schlaganfall - induzierte Inmundepression

Der Verlauf und die Prognose des klinischen Schlaganfalls werden wesentlich
durch medizinische Komplikationen beeinflusst (Davenport et al., 1996; Johnston
etal., 1998). Mehr als 85% aller Schlaganfallpatienten erleiden im Verlauf ihrer
Erkrankung eine relevante Komplikation (Langhorne et al., 2000). Infektionen,
vor allem Harnwegs- und Atemwegsinfekte, gehdren zu den Hiufigsten, sowohl
in der Akutphase als auch noch wihrend der Rehabilitation (zur Ubersicht
Chamortro et al. 20006; Kalra et al, 1995). In der Literatur wird die Inzidenz von
Infektionen bei Schlaganfallpatienten mit 21 bis 65% angegeben (zur Ubersicht
Meisel et al. 2005).

Die Schlaganfall — assoziierte Pneumonie (SAP) ist von herausgehobener
Bedeutung (Hilker et al., 2003). Sie tritt in einer Haufigkeit von bis zu 32% auf
(Perry und Love, 2001) und ist neben der Herniation eines raumfordernden
Infarktes die Haupttodesursache nach Schlaganfall. Eine registerbasierte
Untersuchung errechnet fir die SAP das hochste attributive Sterblichkeitsrisiko

mit 30% (Heuschmann et al., 2004).

Wir spekulierten eine besondere Empfindlichkeit des Schlaganfallpatienten ftr

Infektionen. Diese Annahme ist nicht neu. Bereits 1836 formulierte Hufeland:

,,Bei der vollstindigen Apoplexie ist der Verlauf folgender:
Entweder der Kranke kommt gar nicht wieder zu sich,
sondern stirbt daran, oder er kommt wieder zur Besinnung,
und nun tritt Fieber ein, gewohnlich remittens mit tiglichen
Exacerbationen, welches entweder den Kranken durch
Koktion und Kiisis rettet (den 7. oder 14. Tag), oder in einer
Exacerbation, gewohnlich am 3. oder 7.Tage, einen neuen
Anfall der Apoplexie herbeifthrt und ich tédtet. (Hufeland,
1830).
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Aber wie kénnen die hdufigen Infektionen bei Schlaganfallpatienten erklirt
werden?

Bettldgerigkeit, eine Dysphagieinzidenz von bis zu 70% (Shigemitsu und Afshar,
2007) und eine Beeintrichtigung des Bewusstseins und der Schutzreflexe fiihren
zu einem erheblichen Aspirationsrisiko. Die Aspiration von oropharyngealem
Sekret ist ein wesentlicher Risikofaktor fir die Entstehung von Pneumonien

(Perry und Love, 2001).

Dennoch gilt es heute als akzeptiert, dass Aspirationen die hohe Inzidenz der SAP

nicht allein erkliren kénnen (Perry und Love, 2001; Marik, 2001):

1) SAP sind deutlich seltener als Schluckstérungen,

2) Aspirationen sind haufig aber nicht zuverlassig mit
Pneumonien assoziiert (Smithard et al., 1990),

3) SAP treten auch ohne Dysphagie auf (Aviv et al., 1997) und

4) fast jeder zweite Gesunde aspiriert nachts relevante Mengen

Sekret ohne darauthin eine Pneumonie zu erleiden (Huxley et

al., 1978).

Wir stellten deshalb die Hypothese auf, dass es beim Schlaganfallpatienten zu
einer bestimmten Pradisposition kommen muss, die durch den Schlaganfall
moduliert wird und dann zur hohen Empfindlichkeit gegeniiber Infektionen fihrt.

Wir postulierten ein Schlaganfall — induziertes Immundepressionssyndrom

(SIDS).

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Dr. Christian Meisel (Institut fur
Immunologie, Charité — Universitaitsmedizin Berlin) und Herrn Prof. Dr. Andreas
Meisel (Klinik fiir Neurologie, Charité — Universititsmedizin Berlin) unternahmen
wir eine immunologische Charakterisierung von Miusen nach einem Schlaganfall
um ein SIDS nachzuweisen. Mittels Durchflusszytometrie (FACS) konnten wir
zeigen, dass es nach einem experimentellen Schlaganfall zu einer schweren

Leukopenie im Blut und in lymphatischen Organen wie Milz und Thymus kommt
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(Seite 58). Im Vergleich zu Sham — operierten Kontrolltieren fanden wir bei
Miusen nach MCAO eine schwere Lymphopenie (Reduktion der Zellzahl um bis
zu 90%), die schon nach 12 Stunden nachweisbar war und bei einigen
Zellpopulationen (wie B- und NK-Zellen) mindestens 7 Wochen anhielt.
Ursachlich fur die verminderte Zellularitit war eine deutlich vermehrte
Apoptoserate, die wir in der Milz und im Thymus zeigen konnten (Seiten 59, 86).
In vitro gelang aullerdem der Nachweis einer Funktionsstérung der verbleibenden
Zellpopulationen. In Stimulationstests mit Endotoxin und Concanavalin A zeigten
die Zellkulturen aus Miusen nach MCAO eine verminderte Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-ot und IFN-y und einen Anstieg der I1.-4
Produktion (Seite 58). Neben der schon erwihnten Lymphopenie kam es also
auch zu einem funktionellen Th1/Th2-Shift der verbleibenden

Lymphozytenpopulationen.

Die immunologischen Beeintrichtigungen nach experimentellem Schlaganfall
waren so ausgeprigt, dass die Tiere nach MCAO spontan eine schwere septische

Pneumonie mit hoher Sterblichkeit erlitten (Seiten 57, 61).

Wie kénnte ein Schlaganfall zu einer Stérung des Immunsystems fithren?

Die beiden ,,Supersysteme ZNS und Immunsystem dienen der Anpassung des
Organismus an die Umwelt. Beide sind eng miteinander verbunden und
kommunizieren {iber mehrere Wege (zur Ubersicht Meisel et al., 2005; Chamorto
et al., 2007).

Drei Schnittstellen zwischen ihnen sind im Zusammenhang akuter ZNS —
Lisionen charakterisiert worden: die beiden Stresssysteme (sympathisches
Nervensystem (SNS) und das Hypothalamus — Hypophysen — Nebennierensystem

(HHNN)) sowie das cholinerg — vagale System. Die Aktivierung der Stresssysteme

ist nach einem Schlaganfall bekannt (Fassbender et al., 1994; Chamorro et al.
2007).

Die differente Beteiligung der beiden Stresssysteme (SNS und HHNN) am
entstehenden SIDS konnten wir mit pharmakologischen Inhibitionsexperimenten

nachweisen. Die Apoptose in lymphatischen Organen und die
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Monozytenfunktionsstorung kann tber beide Achsen nach einem Schlaganfall
vermittelt werden (Seiten 59, 60), jedoch vermittelt nur das SNS die
Lymphozytenfunktionsstorung (Seite 59), die wiederum wesentlich fiir die
Entstehung der Infektionen ist. Im Umkehrschluss ldsst sich folgern, dass eine
MCAO zu einer Aktivierung des SNS fuhrt, welches das SIDS auslost und zur
erhohten Suszeptibilitit gegeniiber Infektionen fihrt.

Der Vergleich der MCAO — Gruppen gegen Sham — operierte Kontrolltiere
schlief3t dabei aus, dass die beobachteten Verinderungen nur auf die
experimentelle Priparation zurlickzufiihren sind. Die Priparation war bei beiden
Gruppen gleich, der okkludierende Faden wurde bei beiden Gruppen bis zum
Abgang der ACM vorgeschoben, in der Sham — Gruppe aber sofort wieder um 2

mm zurtickgezogen, wodurch es zu keiner Ischimie im ACM — Territorium kam.

Dem SIDS vergleichbare immunologische Beeintrichtigungen wurden auch nach
traumatischer Hirnschiadigung (Woiciechowsky et al., 1998) und nach
Rickenmarkstrauma (DeVivo et al., 1993) beschrieben. Wir fassten sie deshalb
gemeinsam mit unseren Befunden unter dem Begrift | central nervous system injury
induced immunodeficiency syndrome* (CIDS) zusammen (zur Ubersicht Meisel et al.,

2005).

Die kausale Bedeutung des CIDS fiir die entstehenden Infektionen konnten wir

durch mehrere Experimente belegen:

1) Durch pharmakologische SNS — Blockade nach MCAO kommt es zur
Aufhebung des CIDS. Dosisabhingig reduziert sich die Schwere der
Infektionen. Die Sterblichkeit nach MCAO sinkt. (Seite 61).

2) Mittels adoptivem Transfer von Lymphozyten aus gesunden Spendertieren
in Tiere nach MCAO konnten wir die Lymphopenie und die lymphozytire
Funktionsstérung teilweise ausgleichen. Die in Blut und Lunge gefundenen
Keimzahlen reduzierten sich erheblich (Seite 62)

3) Die IFN-y Sekretionsstorung ist in unserem CIDS — Modell ein zentraler

Befund. Durch Gabe dieses Zytokins nach dem Schlaganfall, lasst sich die
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Schwere der auftretenden Infektionen reduzieren. Dementsprechend
fithrte auch nur der adoptive Lymphozytentransfer mit Kulturen aus
gesunden Wildtypmaiusen zu einer Reduktion der Keimzahlen in Blut und
Lunge. Ein Transfer mit Zellen von IFN-y Knockout — Miusen fithrte zu
keiner Anderung der Infektionsschwere (Seite 62)

4) Nach Gabe des Caspaseinhibitors N-(2Quinolyl)valyl-aspartyl 2,6-
difluorophenoxymethylketon reduzierte sich die Apoptoserate in
lymphatischen Organen nach experimentellem Schlaganfall (Seite 87)
(Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Johann Braun, Klinik fir Neurologie,
Charité — Universitatsmedizin Berlin). In der Folge kam es zu weniger
schweren Infektionen. Insbesondere die Bakteridmie war weniger stark

ausgeprigt (Seite 88)

Da wir die experimentellen Ergebnisse zum CIDS und zur SAP auch auf die
Situation des Schlaganfallpatienten fiir iibertragbar hielten, begannen wir mit der
Planung einer klinischen Studie, die die Effektivitit einer priventiven
antiinfektiven Therapie (PAT) untersuchen sollte. Dazu testeten wir zuvor diesen
Ansatz noch im Tierexperiment. Eine PAT iber 12 Stunden, sofort oder mit 12
Stunden Latenz zum experimentellen Schlaganfall begonnen, war im Mausmodell
im Stande, das Auftreten von Infektionen zu verhindern, reduzierte die
Sterblichkeit und das Schlaganfallvolumen und besserte das neurologische Defizit

im Vergleich zu einer Vektorbehandlung (Seiten 77, 78).
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3 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der tierexperimentellen Schlaganfallforschung haben in den letzten
Jahren wesentlich zu unserem Verstindnis der Pathophysiologie dieser wichtigen
Volkskrankheit beigetragen. Sie haben dartiber hinaus sogar zur Formulierung von

Therapieempfehlungen gefiihrt.

Da die Untersuchungen 77 vivo in einem biologischen Gesamtsystem erfolgen, sind
sie nicht auf das Gehirn beschrinkt, wie bei Zellkulturexperimenten oder Hirn —
Slice — Modellen, sondern erlauben ein Studium des Gesamtorganismus, seiner
gesamten Physiologie und aller moglicherweise beteiligten Gewebe. Aul3erdem ist
der Einsatz eines weiten methodischen Spektrums - angefangen von der
Bildgebung, der Histologie, iiber mikrobiologische, biochemische und

molekulargenetische Techniken - méglich.

In den hier zusammengefassten Arbeiten haben wir uns mit drei klinisch

relevanten Fragestellungen beschaftigt:

1. Wir konnten zeigen, dass es nach einem experimentellen Schlaganfalls zur
Einwanderung von endogenen Knochenmarkzellen kommt. In unserem
Modell erfolgte die Migration der genetisch verinderten Zellen exklusiv in

das Infarktareal.

2. Durch pharmakologisch oder hypoxisch getriggerte HIF-1 Induktion vor
einem Schlaganfall lasst sich eine robuste Toleranz vor einer fokalen

zerebralen Ischamie induzieren.

3. Nach einem Schlaganfall kommt es zu einem schweren CIDS. Das CIDS
ist kausal verantwortlich fir die nach einem Schlaganfall hiufig
auftretenden und prognosebestimmenden Pneumonien (SAP). Im
Experiment fihrt die immunologische Rekonstitution auch zur Senkung

der Infektionsinzidenz.
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Diese Arbeiten fiihrten uns zu pathophysiologisch relevanten Befunden: Wir
konnten das Migrationsverhalten und die -kinetik der Knochenmarkszellen
beschreiben und nachweisen, dass es auch zur weiteren Differenzierung der
eingewanderten Zellen kommen kann (Mikroglia).

Die Prikonditionierungsmodelle erlaubten uns die Untersuchung induzierbarer,
endogener, protektiver Signalwege. Die vermehrte DNA-Bindung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 nach Prikonditionierung fihrt zur EPO-Synthese im
Gehirn. Wir konnten 7z vivo im erwachsenen Sdugergehirn die protektive Potenz
von endogen gebildetem EPO belegen.

Wir konnten detailliert die CIDS — Mechanismen beschreiben: Ausgehend von
einer Aktivierung des SNS nach einem Schlaganfall kommt es zu einer frith
einsetzenden und lang anhaltenden Lymphopenie. Verbleibende Zellpopulationen
sind funktionell gestort, insbesondere die verminderte IFN-y Sekretion der

Lymphozyten ist in unserem Modell relevant.

In unterschiedlichem Ausmal3 ldsst sich heute auch schon die Relevanz unserer
Ergebnisse fiir den humanen Schlaganfall vermuten. Die Einwanderung von
genetisch verinderten Knochenmarkzellen eréffnet das Prinzip einer
schlaganfallspezifischen Zelltherapie, wenn es gelingt therapierelevante
Modifikationen an den migrierenden Zellen durchzufithren. Eine derartige
Therapie wire auch imstande, die Bluthirnschranke zu tiberwinden.

Bestimmte Patientengruppen unterliegen fiir einen kurzen Zeitraum einem hohen
Risiko fiir Schlaganfille (bspw. Herzoperationen, Carotisoperationen). FEine
ischamische Prikonditionierung kénnte die Folgen eines Schlaganfalles lindern.
Hoftnung machen klinische Arbeiten, die es wahrscheinlich erscheinen lassen,
dass sich das Phanomen der ischimischen Prikonditionierung auch beim
Menschen finden ldsst (Weih et al., 1999; Moncayo et al., 2000; Wegener et al.,
2004). Es kann also spekuliert werden, dass experimentelle Befunde der
Prakonditionierung zukiinftig klinisch genutzt werden kénnen. Das von uns
charakterisierte Modell einer Prikonditionierung mit dem Arzneimittel DFX wiire

einer klinischen Prifung zuganglich.
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Wihrend die Ergebnisse unser klinischen Studie (PANTHERIS - ISRCTN
Register http://www.controlled-trials.com/isrctn/trial /%7C/0/74386719.html)
noch nicht veréffentlicht worden sind, gelang es bereits anderen Arbeitsgruppen
tberzeugende Hinweise fur die Existenz eines SIDS beim Schlaganfallpatienten
nachzuweisen. In Ubereinstimmung mit unseren tierexperimentellen Befunden
werden Schlaganfall — induzierte Veranderungen der Zytokinspiegel (IL06, 1110,
TNF-), der Zellularitit des peripheren Blutes und die frithe Aktivierung des SNS
(Chamorro et al., 2006; Chamorro et al., 2007) berichtet. Ein individuelles
Komplikationsmanagement und die frithe Erkennung und Behandlung von
Infektionen sind heute schon zentral im Schlaganfallkonzept verankert. Ob die
PAT bei Hochrisikopatienten eine sinnvolle Therapieoption zur Verhinderung der
prognosebestimmenden SAP werden kann, werden die laufenden klinischen
Studien schon bald kliren kénnen. Moglicherweise wird es auch gelingen einige
immunrekonstitutive Ansitze aus dem Experiment ans Krankenbett zu

transferieren.

Wichtig bleibt die Bestitigung experimenteller Daten in geeigneten klinischen
Studien, was fiir zentrale experimentelle Befunde bisher nicht gelang oder noch
aussteht (Dirnagl, 2006). Die zugrunde liegenden Probleme sind vielfiltig, erfassen
relevante Speziesunterschiede und den erheblichen Aufwand klinischer Studien
genauso wie qualitative Unzulidnglichkeiten.

Dennoch bleibt die experimentelle Schlaganfallforschung 7z vzvo ein wichtiges,

unverzichtbares wissenschaftliches Instrument des Erkenntnisgewinns.
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Transkriptionsfaktors HIF-1, der die Zelle an hypoxische Bedingungen adaptiert. Wir
charakterisierten ein Modell der ischimischen Prikonditionierung, bei dem vor einer
fokalen zerebralen Ischimie Ratten oder Miausen DFX gegeben wurde. Wir fanden eine
dosisabhingige Toleranzinduktion vor einem experimentellen Schlaganfall und vor
Sauerstoff — Glukose — Entzug im Zellkulturexperiment. In unserem Modell konnten wir
die Kinetik der HIF-1 Induktion und die Expression des HIF-1 Zielgens EPO
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Zusammenfassung
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bakteriellen Infektionen fithrt: Mit pharmakologischen Inhibitionsexperimenten zeigten
wir die Bedeutung des sympathischen Nervensystems fir die SIDS — Entstehung. Wir
fanden eine frith einsetzende Lymphopenie und ein verindertes Muster der
Zytokinproduktion der T-Helferzellen (Th1 zu Th2 — Shift) nach einem experimentellen
Schlaganfall. Durch adoptiven Zelltransfer gelang uns der Nachweis der beeintrichtigten

IFN-y - Produktion.
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Zusammenfassung

Wir testeten die Hypothese, dass endogen gebildetes EPO ein wirksamer Vermittler einer
Toleranz vor fokaler zerebraler Ischimie sein kann.

Wir etablierten dazu ein Modell der ischdmischen Prikonditionierung indem wir
unterschiedliche Hypoxieparadigmen in verschiedenen experimentellen
Schlaganfallmodellen untersuchten. Wir wiesen die vermehrte HIF-1 DNA — Bindung
und die Expression von EPO in diesem Modell nach. Durch intrazerebroventrikuldre
Gabe von I6slichem EPO — Rezeptor konnten wir die Schutzwirkung unseres
Prikonditionierungsmodells reduzieren und die Beteiligung von EPO an der Toleranz

beweisen.
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Zusammenfassung

Nach experimentellem Schlaganfall kommt es zur Entstehung eines Schlaganfall —
induzierten Immundepressionssyndroms und in dessen Folge zu schweren bakteriellen
Infektionen. Wir untersuchten hier die Hypothese, dass eine priventive antiinfektive
Behandlung (PAT) das Ubetleben und die funktionelle Prognose nach fokaler zerebraler
Ischiamie bessern kann. Sofort nach experimentellem Schlaganfall oder mit 12 Stunden
Latenz gaben wir alle 2 Stunden das Fluorchinolon Moxifloxacin iiber 12 Stunden. Wir
konnten zeigen, dass sich so Infektionen nach experimentellem Schlaganfall verhindern
lassen und die Sterblichkeit geringer ist. Die PAT besserte auch das neurologische Defizit

und reduzierte das Schlaganfallvolumen.
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Zusammenfassung

Die Inhibition der Apoptose nach einem Schlaganfall kann ein interessantes Therapieziel
sein. Neben der Reduktion des neuronalen Zelltodes kénnte sich so auch das Schlaganfall
— induzierte Immundepressionssyndrom glinstig beeinflussen lassen. Die meisten bisher
im experimentellen Schlaganfallmodell untersuchten Inhibitoren der Apoptose sind
toxisch. Wir untersuchten deshalb den Caspaseinhibtor N-(2Quinolyl)valyl-aspartyl 2,6-
difluorophenoxymethylketon, der als nicht toxisch gilt. Die Gabe dieses Caspaseinhibitors
fihrte zur Reduktion des Schlaganfallvolumens, einer geringeren Sterblichkeit und zur

Abnahme der Apoptoserate in lymphatischen Organen.
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