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Einleitung

1 Einleitung

Das gesunde Hirnparenchym verfiigt iiber einen besonderen Schutz, der unter anderem durch
die Selektivitdt der Blut-Hirn-Schranke erreicht wird. Kommt es jedoch zum Verschluss eines
Gefilles im Gehirn, etwa durch u. a. arteriosklerotisch verkalkte Gefdlle oder Thromben, fiihrt
dies in dessen Versorgungsgebiet zur Minderdurchblutung. Die Folge der Ischdmie nach einem
zerebralen Infarkt ist der lokale Verlust der Blut-Hirn-Schranke, die auch eine immunologische
Barriere darstellt. Dadurch kann es zu einer lokalen inflammatorischen Reaktion kommen, was

hypoxische Konsequenzen, wie Neurodegeneration und Funktionsverlust, noch verstarkt.

Dariiber hinaus wirkt sich das zerebrale Geschehen auf das periphere Immunsystem, wie z. B.
die Milz, aus. Auch wurde eine generalisierte Inmunsuppression beobachtet, wobei besonders
die regulatorischen T-Zellen, als Vertreter der zelluldren Abwehr, von Bedeutung zu sein schei-

nen (Liesz et al., 2009 b).

1.1. Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem lésst sich in einen angeborenen, von Geburt an schnell verfiigbaren, und
einen adaptiven, erworbenen Anteil unterteilen. Diese Zuordnung ist jedoch vereinfacht, nur
durch Interaktion beider Systemanteile kann ein optimaler Schutz gewéhrleistet werden. In en-
ger Zusammenarbeit konnen die beiden Systeme den Korper vor schidigenden Einfliissen

schiitzen. Bei einem Schlaganfall gerit dieses Zusammenspiel jedoch aus dem Gleichgewicht.

Beide Systeme bestehen sowohl aus einem humoralen als auch einem zelluliren Anteil. Zum
schnell verfiigbaren angeborenen und unspezifischen System gehdren myeloide Zellen, wie
Makrophagen, natiirliche Killerzellen und Granulozyten. Auch die von den Immunzellen sezer-
nierten humoralen Interleukine und Zytokine tragen zum Immungeschehen bei. Die zellulédre
Abwehr des adaptiven Systems, das erst im spdteren Verlauf der Immunreaktion seine Funkti-
onalitét erreicht, wird primdr durch die B- und T-Zellen gebildet. Die in dieser Arbeit betrach-
teten und mit dem Oberflaichenmolekiil CD3* ausgestatteten T-Zellen stellen keine einheitliche
Zellpopulation dar, sondern kdnnen in zytotoxische CD8*- und CD4*-Helferzellen (Th) unter-

schieden werden, die sich noch weiter differenzieren lassen.
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1.2. Regulatorische T-Zellen

Immunzellen mit suppressiven Eigenschaften und den Oberflichenmolekiilen CD3*, CD4" und
dem Transkriptionsfaktor FoxP3" werden als regulatorische T-Zellen klassifiziert, die nach Pra-
gungsort in natiirliche und periphere Tregs unterschieden werden konnen (Hoeppli e al., 2015).
Eine Ubersicht der suppressiven Mechanismen verschiedener Tregs ist Abbildung 1 zu entneh-

men.

Die peripheren Tregs werden vermutlich durch spezielle Bedingungen, wie die spezifische An-
tigen-Stimulation, das Zytokin-Milieu und das Vorhandensein von Metaboliten, in ihrer Ent-
wicklung, Funktion und Mobilisation beeinflusst (Hoeppli et al., 2015; Xu et al., 2013). Fiir
beide Subpopulationen, die natiirlichen und die peripheren Tregs, ist das Vorhandensein von
IL-2 essentiell (Bluestone & Abbas, 2003). Der Transkriptionsfaktor FoxP3™ ist fiir die supp-
ressiven Eigenschaften maBgeblich. Dies belegen Experimente an Méusen mit sogenannten
,wannabe-Tregs®, d. h. FoxP3™-Zellen, die trotz gleicher Entwicklung ihre Funktion nicht er-

fiillen konnen (Wan et al., 2007; Williams & Rudensky, 2007).

Tregs zeichnen sich durch die Expression von FoxP3* aus (Xu et al., 2013), was als Marker
zum Nachweis von Tregs gilt. AuBerdem sind CD25* und Cytotoxic Lymphocyte associated
Protein 4 charakteristisch (Hoeppli ef al., 2015), wobei es in peripheren Tregs nur zu einer
variablen Expression von CD25* kommt (Bluestone & Abbas, 2003). Thre Aktivierung erfolgt
iiber den T-Zellrezeptor. Mithilfe von 16slichen Mediatoren und Zellkontakten konnen Tregs
andere Immunzellen hemmen und blockieren oder eine Produktion von antiinflammatorischen
Substanzen induzieren (Xu et al., 2013; Chen et al., 2013). Das Vorkommen und die Bedeutung
von FoxP3"* fiir diese Funktion konnte auch in humanen CD4*-CD25*-T-Zellen nachgewiesen

werden (Walker et al., 2003).
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Abbildung 1: Schema der Treg-Differenzierung

Erliduterung: Im Thymus sind zwei Populationen von Tregs existent: die natiirlichen FoxP3*-(n)Tregs und die
naiven FoxP3-CD4"-T-Zellen. In der Peripherie differenzieren sich die naiven T-Helferzellen: Wéhrend sich ei-
nige in Th-Effektorzellen verschiedener Klassen (z. B.: Thl und Th2) entwickeln, werden andere zu peripheren
FoxP3"-(p)Tregs. Zusammen mit den nTregs bilden sie das Treg-Repertoir der Peripherie. Unter Einfluss von IL-
2 sezernieren diese verstarkt IL-10 und/oder TGF-8. Daraus resultiert eine Reduktion des Haupthistokompatibili-
tatskomplexes (Major Histocompatibility Complex = MHC) und der co-stimulierenden Molekiile, eine einge-
schriankte Funktion der antigenprésentierenden Zellen (APC) und eine verminderte Sekretion der proinflammato-
rischen Zytokine. AuBerdem wirken IL-10 und TGF-B auf die CD8"-Zellen, die mit reduzierter Aktivitit
Zytotoxischer Lymphozyten (CTL) und verminderter Sekretion von IFN-y reagieren. Unter Einfluss dieser Zyto-
kine (IL-10, TGF-B) kommt es zu vermehrter Interaktion von Dendritischen Zellen (DZ) mit T-Helferzellen (Th1,
Th2), was die Proliferation und Sekretion von IFN-y und IL-4 negativ beeinflusst.
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1.3. Immunologische Folgen eines ischimischen zerebralen Infarkts

1.3.1. Lokale Auswirkung des Infarkts

Die lokale Folge der Ischimie nach einem zerebralen Infarkt ist der Untergang von Hirnpa-
renchym, der mit einem Verlust der Integritit der Blut-Hirn-Schranke einhergeht. Die sonst
schiitzende Barriere wird infolgedessen flir Lymphozyten durchléssig, die aus der Peripherie in
das geschidigte Gewebe einwandern. Die Konsequenz ist eine lokale inflammatorische Reak-

tion, die mit Neurodegeneration und Funktionsverlust einhergeht.

Die Ly6G -neutrophilen Granulozyten, als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr, konnen
30 Minuten nach dem Schlaganfall in den zerebralen Gefdflen beobachtet werden (Garcia et al.,
1994) und wandern sechs Stunden spéter in das betroffene Gebiet ein (Akopov et al., 1996). Es
konnte eine Korrelation zwischen der Anzahl der Ly6G*-Zellen und der InfarktgroBBe gezeigt
werden (Akopov et al., 1996). Die neutrophilen Granulozyten haben durch Phagozytose und
Produktion von Enzymen eine destruktive Wirkung auf die Blut-Hirn-Schranke (Ning ef al.,
2006; Kelly et al., 2006). Ihre selektive Eliminierung fiihrt zur Reduktion des Infarktvolumens
(Matsuo et al., 1994).

Die dendritischen Zellen, die auch im Infarktgebiet nachweisbar sind (Stubbe, 2013), stellen,
u. a. durch Aktivierung der T-Zellen, eine Verbindung zwischen der angeborenen und der adap-
tiven Immunabwehr her. Ein Subtyp, die myeloiden dendritischen CD11c¢*-Zellen, fordern vor-
rangig die Determinierung der CD4"-Zellen zu Th1-Zellen (Witsch et al., 2002), die in ihrer
Funktion entziindungsfordernde Interleukine, wie IL-6, sezernieren (Sundberg et al., 2009;
Dumitriu et al., 2005; Goldstein et al., 2006). Es konnte jedoch in zahlreichen Arbeiten beo-
bachtet werden, dass ein antiinflammatorisches Zytokin-Milieu sowie die Anwesenheit von
CDl11c"-Zellen die Differenzierung zu Th2-Zellen fordern (Moore et al., 2001; Arques et al.,
2008).

Im Bereich des Infarktgeschehens ist aulerdem das Vorhandensein von Tregs evident (Stubbe,
2014), welche die unter 1.2 beschriebenen Funktionen erfiillen. Dariiber hinaus sind lokal wei-
tere Molekiile vorhanden, wie zum Beispiel das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1),

auf dessen Rolle im folgendem Abschnitt eingegangen wird.
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1.3.2. Immunologische Manifestation in der Peripherie

Nach einem Schlaganfall leiden 25 bis 65 % der Patienten an sekundiren Infektionen (Cha-
morro et al., 2007 a, b; Sippel et al., 2015), die den Krankheitsverlauf und die Genesung negativ
beeinflussen. Klinische Studien zeigen, dass diese Risikoerhdhung fiir das Auftreten von Infek-
tionen aus dem Schlaganfallereignis und der Reaktion des Immunsystems resultiert und nicht
allein als eine Begleiterscheinung des stationdren Aufenthaltes mit Bettldgerigkeit zu erkldren
ist (Vogelgesang et al., 2008; Chamorro et al., 2007 a, b). Diese immunologische Manifestation
nach Schiadigung des zentralen Nervensystems macht die Bedeutung der Immunantwort auf den

Schlaganfall deutlich.

Im peripheren Gewebe lassen sich nach einem Schlaganfall unterschiedliche Reaktionen be-
obachten. Es kann eine Suppression in Form einer Lymphozytopenie gefolgt von einer Atrophie
lymphatischer Organe (Offner et al., 2009) beobachtet werden. Im Tiermodell sind au8erdem
die beeintrichtigte Aktivierung, die verringerte Funktionalitit myeloider Zellen, eine mitogen-
induzierte Proliferation und eine Zytokinproduktion von T- und natiirlichen Killerzellen evident
(Mracsko et al., 2014; Offner et al., 2009; Famakin, 2014). Daraus resultiert ein erhohtes Risiko
fiir sekundire Infektionen (Dirnagl et al., 2007), die das supprimierte Immunsystem jedoch ak-
tivieren. Die Immunreaktion fiihrt unter anderem zu einer erhohten Permeabilitidt der Gefélle,
wodurch die Rekrutierung von Immunzellen, die das Zytokinmilieu verdndern, erleichtert wird.
Dies konnte zu sekundédrem Infarktwachstum beitragen und das Hirnparenchym weiter schadi-

gen (Vogelgesang et al., 2014), was sich negativ auf die Genesung der Patienten auswirkt.

Andererseits ist eine Aktivierung des Immunsystems, zum Beispiel in Form der Aktivierung
von T-Zellen (Vogelgesang et al., 2010), nachweisbar. Dies erfolgt durch die Interaktion mit
Antigen-prasentierenden Zellen iiber Adhdsionsmolekiile und den T-Zell-Rezeptor und fiihrt zu
einer Aktivierung der CD8*- und CD4*-Zellen. Die zytotoxische CD8"-Zelle hat zusitzlich zu
ihrer lytischen Funktion auch Einfluss auf die Differenzierung der CD4"-Helferzelle (Vukma-
novic-Stejic et al., 2000, 2001; Noble et al., 1995). Letztere konnen dann entweder als Thl-

Zellen die humorale oder als Th2-Zellen die zellulare Immunantwort beeinflussen.

Ein wichtiger Indikator fiir das Outcome scheinen auch die im Serum befindlichen Zytokine
sowie das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) zu sein (Vogelgesang et al., 2010; Liesz
et al., 2015). Letzteres wird nach einem ischdmischen Infarkt proportional zu der Menge des
nekrotischen Gewebes von verschiedenen Zellen, u. a. T-Zellen, sezerniert (Scaffidi et al., 2002,

Erlandsson et al., 2004; Qiu et al., 2008). Eine erhohte Konzentration geht mit einer starken

10



Einleitung

proinflammatorischen Reaktion einher und verschiebt das T-Zell-Gleichgewicht zugunsten von
Th1-Zellen, welche die Entziindung verstirken. Diese Wirkung erzielt HMGBI in seiner Funk-
tion als Zytokin sowie durch den begiinstigenden Einfluss auf die Bindung anderer proinflamm-
atorischer Mediatoren an spezifische Rezeptoren, was zur Aktivierung weiterer Zellen fiihrt

(Lotze & Tracey, 2005).

Eine Erkldrung fiir die Beobachtung von Suppression und Aktivierung bietet die Zwei-Phasen-
Theorie von Offner (Offner et al., 2009). Ergebnisse aus aktuellen Forschungsarbeiten machen
es jedoch erforderlich, auch alternative Mechanismen zu diskutieren (Zierath et al., 2013). Auf

beide Deutungsvarianten wird im spéteren Verlauf (siche Kapitel 1.5) noch niher eingegangen.

Im folgenden Abschnitt wird zunéchst die Verbindung des zerebralen Infarktgeschehens mit

den systemisch immunologischen Folgen betrachtet.

1.4. Verbindung zwischen Immunsystems und zentralem Nervensystem

Der enge bidirektionale Austausch zwischen Immunsystem und zentralem Nervensystem er-
folgt unter anderem {iber die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse (HHNA)
sowie iiber das sympathische und parasympathische Nervensystem (SNS) (Elenkov et al.,

2000).

Einer der Urspriinge der HHNA ist im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus lokalisiert.
Nach Stimulation durch Zytokine produziert dieser den Corticotrophen Releasing Faktor (CRF).
Uber weitere Zwischenstufen kommt es zur Bildung von Adrenocorticotrophem Hormon
(ACTH), was die Nebennierenrinde zur Sekretion von Glukokortikoiden veranlasst. Diese ver-
hindern die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (Wilckens & De Rijk, 1997) und
fordern die Sekretion von antiinflammatorischen Mediatoren (Barrat et al., 2002). Dies stellt
einen neuroendokrinen Weg der Kommunikation dar, der mit dem parasympathischen choliner-
gen System verbunden ist, dessen Aktivierung die Ausschiittung von Zytokinen verhindert und
somit suppressive Wirkung hat (Pavlov et al., 2003). Bei Aktivierung des Sympathikus kommt
es zur Sekretion von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark, worauf im folgenden Ab-

schnitt 1.5 eingegangen wird.

11
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1.5. Mechanismus der Schlaganfall-induzierten Immunsuppression

Das geschadigte Hirnparenchym reagiert direkt nach dem Infarkt mit der Freisetzung von Tran-
skriptionsfaktoren, die zur Hochregulation von proinflammatorischen Genen fiihren. Es resul-
tieren erhohte Konzentrationen u. a. von Zytokinen, wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Liu
et al., 1994), Interleukin-1p (IL-1B) (Liu et al., 1993; Wang et al., 1994) und Chemokine mo-
nocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Kim et al., 1995; Wang et al., 1995). Diese Stoffe
fordern den verstarkten Einbau von Adhisionsmolekiilen in das Endothel, was die Infiltration
von Leukozyten erleichtert (Barone & Feuerstein, 1999), die ihrerseits Zytokine sezernieren.
Offner vermutet, dass die Immunantwort biphasisch verlduft: Die erste Phase ist geprigt durch
einen starken Anstieg von Leukozyten und deren Sekretion von Zytokinen. Interleukin-18 akti-
viert sowohl die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse (HHNA) als auch das
sympathische Nervensystem (SNS) (Offner ef al., 2009). Die Aktivierung von HHNA und SNS
zeigt sich in der erhohten Freisetzung von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark (Ajmo
etal.,2009; Prass et al., 2003) sowie in einem Anstieg der aus der Nebennierenrinde freigesetz-
ten Glukokortikoiden ins Plasma (Dirnagl et al., 2007). Eine Erh6hung von Cortisol- und Kate-
cholaminwerten im Serum ist sowohl im Tiermodell als auch bei Schlaganfallpatienten evident
(Famakin, 2014; Mracsko et al., 2014). Dass diese Erh6hung im Zusammenhang mit einer Im-
munsuppression steht, zeigen experimentelle Studien und Patientendaten. Dies stellt aus Sicht
von Offner die zweite Phase dar (Offner et al., 2009) und erhoht das Risiko fiir eine Sekundar-
infektion (Vogelgesang et al., 2014). SNS und HHNA beeinflussen die Funktionen des Immun-
systems und tragen zur Immunsuppression bei. Dies belegen auch Experimente mit pharmako-
logisch blockierten Adreno- und Glukokortikoidrezeptoren. Grund fiir die verstirkte
Lymphozytopenie nach ischdmischem Infarkt konnte die im Vergleich zu den Monozyten und

Granulozyten stirkere Expression von Glukokortikoidrezeptoren auf den Lymphozyten sein.

Allerdings steht die Reihenfolge der Ereignisse noch zur Diskussion: Ausgehen konnte die Re-
aktion auch von der Peripherie, von wo aus die Lymphozyten den Outcome des Schlaganfalls
beeinflussen (Zierath et al., 2013). Der Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke ermdglicht
nicht nur die Infiltration von Zellen in das Gehirn, sondern ldsst auch hirnspezifische Antigene,
wie das Myelin Basic Protein (MBP), in die Peripherie frei. Es konnte gezeigt werden, dass
nach zusitzlicher Infektion bzw. experimenteller Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) die
Th1-Reaktion verstirkt wird (Becker et al., 2005). Evident ist auch, dass die Th1-Reaktion auf
MBP mit einem negativen Outcome assoziiert ist (Becker et al., 2005; Gee et al., 2008, 2009).
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Ob MBP eine Marker- oder eine Mediatorrolle zukommt, gilt es noch zu untersuchen (Zierath

etal.,2013).

Neuere Arbeiten legen die Vermutung nahe, dass es sich um einen selbstverstirkenden Mecha-
nismus handelt (Vogelgesang et al., 2014). Als Folge des Infarkts kommt es demnach lokal zu
einer Verschiebung des schiitzenden antiinflammatorischen zugunsten eines proinflammatori-
schen Milieus (Iadecola & Anrathner, 2012). Simultan kommt es in der Peripherie zu einer
Immunsuppression durch erhdhte Katecholamin- und Steroidwerte, die u. a. mit verstérkter
Apoptose einhergehen (Prass et al., 2003) und schlieBlich eine sekundére bakterielle Infektion
begiinstigen (Vogelgesang et al., 2014; Oftner et al., 2009). Die verantwortlichen Bakterien
tragen Oberflachenmolekiile, die durch das Immunsystem erkannt werden, welches mit der Pro-
duktion von proinflammatorischen Zytokinen reagiert. Diese konnen nach dem durch den In-
farkt bedingten Verlust der Blut-Hirn-Schranke zum sekundéren Infarktwachstum beitragen

(Becker et al., 2005; Zierath et al., 2013).

1.6. Milzreaktion auf einen Schlaganfall

Lymphatische Organe wie die Milz sind auch direkt sympathisch innerviert. Folglich kommt es
nach dem Infarkt in der Milz zu einem Anstieg der Katecholamin-Konzentration (Ajmo et al.,
2009). Die Immunantwort nach Schadigung des zentralen Nervensystems, wie einem zerebralen

Infarkt, fiihrt zu einer Reaktion der stark sympathisch innervierten lymphatischen Organe.

Die Milz, als wichtiges Reservoir von Immunzellen, ist fiir die sekundire Immunantwort von
zentraler Bedeutung. Lokal wird die Milz vom SNS {iber die Transmitterfreisetzung aktiviert
(Bellinger et al., 2008). Sie wird jedoch auch durch periphere Verianderungen, die von Kate-
cholaminen und Glukokortikoiden der Nebennieren vermittelt werden, beeinflusst. Dieser Me-
chanismus konnte durch die Blockade der Adrenorezeptoren nachgewiesen werden, wodurch
die Atrophie der Milz verhindert werden kann. Dieser Effekt deutet auf den Einfluss von Kate-
cholaminen auf die Mobilisation (Winklewski et al., 2014) und die Apoptose der Leukozyten
hin, was ursdchlich fiir das verringerte Milzvolumen zu sein scheint. Die Auswanderung von
Leukozyten aus der Milz in das geschidigte Gewebe wurde auch durch Experimente von Bronte
und Pittet belegt (Bronte & Pittet 2013). In anderen Tierexperimenten wurde nach Induktion
eines Schlaganfalls eine Atrophie der Milz beobachtet (Offner et al., 2006 b; Seifert et al., 2013;
Ajmo et al., 2008). Zwischen der Grofle des Infarkts und dem Ausmal} der Volumenreduktion

besteht ein Zusammenhang (Vendrame et al., 2006).

13



Einleitung

Zusétzlich zur beschriebenen zelluldren Reaktion nimmt die Milz auch Einfluss iiber den hu-
moralen Weg. Offner und andere zeigen, dass Splenozyten nach einem Infarkt mit verstéarkter
Produktion und Sezernierung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen reagieren

(Offner et al., 2006 a; Oftner et al., 2006 b).

Ebenfalls wurde nachgewiesen, dass die dendritischen Zellen in der Milz bei verstirkter Pha-
gozytose von apoptotischen Zellen, die nach einem ischdmischen Infarkt vermehrt entstehen,
Zytokine wie z. B. IL-18 sezernieren (Morelli et al., 2003). Folglich tridgt die Milz nach einem
ischdmischen Infarkt sowohl humoral als auch auf dem zelluldren Weg zu sekundidrem Infarkt-

wachstum und Neurodegeneration bei.

Die Ergebnisse von Studien zur Splenektomie bestétigen den negativen Einfluss der Splenozy-
ten. In Ratten konnte ein signifikanter 80%iger Riickgang des Infarktvolumens nach Splenekto-
mie zwei Wochen vor Infarktinduktion mittels tMCAO nachgewiesen werden. Ajmo et al. ha-
ben die Reduktion von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und aktivierten Mikroglia
beobachtet (Ajmo et al., 2008). Auch Protokolle die eine nicht-invasive Irradiation der Milz
vorsahen, fiihrten zum gleichen Ergebnis (Ostrowski et al., 2012). Dieser Effekt konnte bei
nicht splenektomierten Tieren durch adoptiven Transfer von Splenozyten umgekehrt werden.
Hierbei zeigte sich eine Zunahme von Infarktvolumen und neurologischen Defiziten (Jin et al.,

2013).

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass es in den sekundéren lymphatischen Organen,
wie z. B. Milz und Thymus, zu einer erhohten Frequenz apoptotischer Leukozyten verschie-
denster Populationen kommt (Prass et al., 2003; Offner et al., 2006 b). Als Folge der reduzierten
Zellzahl wird ab vier Tagen nach Infarkt eine verminderte Produktion proinflammatorischer
Zytokine und eine leichte Abschwéchung der Immunantwort beobachtet. Von der erhdhten
Apoptoserate sind besonders die in der Milz dominierenden CD19"-B-Zellen betroffen. Thre
Apoptose fiihrt zu einem relativen Anstieg von CD4"-Zellen (Offner et al., 2006 b). Eine Aus-
nahme stellen die Tregs dar. Diese zeigen 96 Stunden nach Infarktinduktion einen relativen An-
stieg im Vergleich mit scheinoperierten und naiven Tieren (Offner et al., 2006 b). Allerdings
zeigt sich, dass neutrophile Granulozyten auf einen Infarkt mit verstarkter Ausschiittung von
Arginase reagieren, was die Funktionalitit der regulatorischen T-Zellen negativ beeinflusst

(Sippel et al., 2015).
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1.7. Reaktion der regulatorischen T-Zellen auf den ischimischen Infarkt

Die Tregs vermitteln ihre immunsuppressiven Eigenschaften in mannigfaltiger Weise: Sie se-
zernieren zytolytische Molekiile, nehmen Zytokine auf, die fiir proinflammatorische Zellen es-
sentiell sind, und hemmen direkte Effektoren. Lokal konnte durch diese Mechanismen die In-
flammation und die Schiadigung des Hirnparenchyms reduziert und sogar die Neurogenese
gefordert werden. In der Peripherie konnte die antiinflammatorische Wirkung der Tregs eine

Immunsuppression verstarken.

Ein ischdmischer Infarkt wirkt sich sowohl auf die Quantitit als auch auf die Funktionalitét der
peripheren regulatorischen T-Zellen aus. In Humanstudien beschreiben Xu et al. zwei Tage
nach Infarkt einen zahlenmédBigen Riickgang von zirkulierenden Tregs und einen Anstieg ab
dem siebenten Tag (Xu ef al., 2013). Andere Untersuchungen ergaben einen quantitativen An-
stieg ab dem ersten Tag (Yan et al., 2012). Dieser Trend wurde auch im Tiermodell nachgewie-
sen: Nach einem Schlaganfall findet sich im Blut ein Riickgang von regulatorischen T-Zellen,
eine Normalisierung der Werte bis Tag drei (Kleinschnitz et al., 2013), gefolgt von einem An-

stieg ab Tag vier (Offner ef al., 2006 b).

In den tMCAO-Experimenten von Liesz et al. und der anschlieBenden Quantifizierung mittels
Durchflusszytometrie ist die Wirkung besonders in den ersten drei Tagen nach Infarkt evident,

wenn die Zellen sich noch auBlerhalb des zentralen Nervensystems befinden (Liesz et al.,
2009 b).

Wihrend Hug et al. sowohl fiir humane als auch fiir murine Tregs eine unverénderte Funktion
und den Erhalt ihrer suppressiven Eigenschaft zeigen (Hug ef al., 2011), kommen neuere Un-
tersuchungen zu kontriren Ergebnissen. Die Studie von Yan et al. zeigt keine Beeintrachtigung
der suppressiven Funktion der Tregs in weiblichen Patienten (Yan ef al., 2012), was auch durch
weitere Arbeiten bestitigt wird (Ruhnau ez al., 2016). Das Ausmal} der Immunsuppression

scheint jedoch nicht mit dem relativen Anstieg der Tregs zu korrelieren (Liesz et al., 2015).

Welchen Effekt die regulatorischen T-Zellen nach einem ischdmischen Infarkt auf die Apopto-

serate der Splenozyten und die Reaktion der Milz haben, gilt es noch zu untersuchen.

Es wurden verschiedene Studien zur Depletion und Anreicherung von regulatorischen T-Zellen
durchgefiihrt, um ihren Einfluss auf das Infarktvolumen und die neurologischen Defizite zu
untersuchen. Diese erzielten unterschiedliche Ergebnisse: Als Folge der Depletion weist Liesz

ein erhohtes Schlaganfallvolumen nach (Liesz et al., 2009 b; Liesz et al., 2015), Kleinschnitz
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erzielt kontrire Ergebnisse (Kleinschnitz ef al., 2013). Andere Studien zeigen keinerlei Auswir-
kungen (Ren et al., 2011; Li et al., 2013 a). Eine Erklarung stellt das Ausmal} des Infarkts dar:
Kleine Schlaganfallvolumina, die weniger als 40 % der Hemisphire betreffen, fiihrten zu pro-
tektivem Einfluss der Tregs, scheinbar verursacht durch die Produktion von IL-10 (Liesz et al.,
2009 b). Bei groBBerem Lasionsvolumen ist der Effekt der Treg-Depletion nicht mehr nachweis-

bar (Liesz et al., 2015).

Des Weiteren zeigt sich, dass Tregs auch nicht-immunologisch das Hirnparenchym schidigen
konnen. Infolge der Interaktion der Tregs mit aktivierten Endothelzellen kommt es zu Throm-
busbildung und Reperfusionsstorungen (Kleinschnitz et al., 2013). Derartige mikrovaskulére
Dysfunktionen sind mit ihren Konsequenzen nur nach transienter mittlerer Zerebralarterien-
okklusion (tMCAO) evident und von methodischen Parametern abhédngig (Gauberti & Vivien
2015), was einen weiteren Erkldarungsansatz fiir die unterschiedlichen Resultate in Treg-Anrei-
cherungs-Experimenten bietet (Schuhmann et al., 2015; Na et al., 2014). Dies impliziert, dass
bestimmte Bedingungen, wie zum Beispiel durch die tMCAO erzeugt, zu einem schiadlichen

Einfluss durch die Tregs fithren konnen (Vogelgesang et al., 2014; Chen et al., 2013).

Nach einem ischdmischen Infarkt kommt es in dem geschéddigten Gewebe infolge der Infiltra-
tion und Differenzierung von proliferierenden neuralen Stammzellen (NSC) zur Neurogenese
(Hermann et al., 2014; Ruan et al., 2014). Nach Depletion der Tregs konnten eine supprimierte
Neurogenese und ein verschlechtertes neurologisches Outcome beobachtet werden (Saino et al.,
2010), sodass den Tregs hier ein positiver Effekt auf die Neuroregeneration nach Schlaganfall
zugeschrieben wird. Ein Mechanismus ist die Sekretion von IL-10 durch die Tregs. Dieses an-
tiinflammatorische Interleukin IL-10 scheint auch fiir die neuronale Proliferation und Differen-
zierung essentiell zu sein (Murray, 2006; Saraiva & O’Garra, 2010; Ouyang et al., 2011). Im
Mausexperiment konnte gezeigt werden, dass die Injektion von IL-10 die Differenzierung der
transplantierten NSCs fordert (Yang et al., 2009). Auch die Ergebnisse von Wang und Jin be-
legen, dass die Neurogenese durch Immunzellen, u. a. die Tregs, gefordert wird (Wang & Jin,

2015).

Besonders grof} ist dabei der Effekt, der durch aktivierte Tregs ausgeiibt wird (Wang et al.,
2015 a). Als Marker fiir aktivierte Tregs wurde das Oberflichenmolekiill CD39 identifiziert
(Mandapathil et al., 2009). Die Expression von CD39 ist altersabhidngig (Ruhnau et al., 2016),
was zum einen auf Unterschiede der Immunreaktion im Alter hinweist und zum anderen bei der

Interpretation sémtlicher Ergebnisse zu beriicksichtigen ist.
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Aufgrund der hier beschriebenen mannigfaltigen Hinweise auf eine zentrale Rolle der Tregs im
Immungeschehen werden diese in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht, um zu einem bes-

seren Verstdndnis der Folgen eines Schlaganfalls beizutragen.

17



Ziele der Arbeit

2 Ziele der Arbeit

Die Immunantwort nach zerebralem ischdmischen Infarkt wird wesentlich durch die Milz be-
einflusst. Unter Verwendung der Treg-Depletion wird in dieser Arbeit ihr Einfluss auf die
Apoptose verschiedener Leukozytenpopulationen in der Milz analysiert. Untersucht wird dies
am Mausmodell mittels des experimentellen Schlaganfalls. Hierzu wird eine CD3*/CD4"-Dop-
pelfarbung etabliert, um eine Aussage tiber das Apoptoseverhalten in Subpopulationen der T-
Zellen treffen zu konnen. Der Vergleich der Apoptosedichte wird an Treg-depletierten und
nicht-depletierten Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten nach ischdmischem Infarkt durchge-
fiihrt. AuBerdem wird gepriift, ob bzw. wie sich das Apoptoseverhalten von ,,jungen* (= drei
Monate alten) und ,,alten (= einjdahrigen) Mausen unterscheidet. Untersucht wird auch, ob ein

Zusammenhang zwischen Infarktvolumen und apoptotischer Dichte besteht.
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3 Material

3.1. Laborgerite und Software

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Laborgerite und Software

Gerit Bezugsquelle

BZ II Analyzer Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

BZ 11 Viewer Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

Digitalwaage Sartorius, Gottingen, Deutschland

Farbekammer Simport, Bernad-Pilon, Kanada

Farbekiivetten VWR, Hannover, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop, Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

Keyence BZ-9000

Graph Pad Prism 5 GraphPad, San Diego, USA

Imagel Wayne Rasband / National Institutes of
Health, Bethesda, USA

Mausthermometer Testo AG, Lenzkirch, Deutschland

Mikrotom HMS560 Thermo Scientific, Waltham, USA

pH-Messgerit

Mettler-Toledo, Columbus, USA

Pipetten Eppendorf Research plus, Hamburg, Deutsch-
land
Pipettierhelfer Brand, Wertheim, Deutschland
Rocking Platform Biometra, Gottingen, Deutschland
Vortex Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland
Wirmeschrank Memmert, Schwabach, Deutschland
3.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Deckgléser
Einwegfilter 150 ml

Bezugsquelle

Siisse Labortechnik, Gudensberg, Deutschland
Apogent Technologies, Rochester, USA

Glasgefal klein Roth, Karlsruhe, Deutschland
Handschuhe Kimberly-Clark, Dallas, USA
Holzwattetupfer Medizinischer Fachbedarf, Universitét Greifs-

Labor- und Hygienetuch

wald, Deutschland
ZVG, Troisdorf, Deutschland
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Mikrotomklingen
Objekttrager SuperFrost
Pap pen (Wachsstift)

Pipettenspitzen

Reaktionsgefilie 0,5 ml, 1 ml, 2 ml
Reaktionsgefilie 15 ml, 50 ml

Serologische Pipetten 10 ml

Tissue-Tek O.C.T. Compound

3.3.

Material

NeoLab, Heidelberg, Deutschland
R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Kisker Biotech, Stein-
furt und Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland, BD, Fran-
klin Lakes, USA

Greiner Labortechnik, Krensmiinster, Deutsch-
land

Sakura, Zoeterwonde, Niederlande

Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien & Chemikalien

Aceton

Bovines Serumalbumin
Diphterie Toxin

DNAse I

Ethanol

Fetal Calf Serum

Glukose 5 % Infusionslosung
Kalium-Chlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)
Liberase TL
Natrium-Chlorid (NaCl)

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHP O4X2H20)

Normal Goat Serum
Paraformaldehyd
In situ Cell Death Detection Kit TMR red

3.4. Puffer und Losungen

Bezugsquelle

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Jackson Laboratories, Burlingame, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Chemsolute, Stuttgart, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

ICN Biochemicals, Eschwege, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Puffer und Losungen

Puffer/ Losung
10x PBS, pH 7,4

Zusammensetzung

Aqua destillatum (A. dest.)
1,37 M NaCl

20



Material

27 mM KCl
100 mM NazHPO4X2H20
18 mM KH2P04

1x PBS 90 % A. dest.
10 % 10x PBS

4% PFA, pH 7,5 100 ml A. dest.
4 ¢ PFA

Blockpuffer 10 % NGS
90 % PBS

DNAse I 1000 U/ml in 50 mM Tris-HCI (1 mg/ml
BSA)

TUNEL-Reaction Mixture 10 % TUNEL Enzyme Solution
90 % TUNEL Label Solution

3.5. Antikorper

Tabelle 5: Fiir Vergleichsfarbungen zur Apoptose von Leukozyten in Dereg- und BL6-Tieren verwendete Anti-

korper
Antikorper Klon Bezugsquelle Bestell-
nummer
Ratte a-Maus CD3 IgG2bxk FITC 17A2 BioLegend, San Diego, USA 100203
Ratte a-Maus CD8a IgG2ax A647 53-6.7 BioLegend, San Diego, USA 100727
Armenischer Hamster — N418 BioLegend, San Diego, USA 117314
a-Maus CD11c IgG BV421
Ratte a-Maus CD169 IgG2ax A647 3D6.112 BioLegend, San Diego, USA 142407
Ratte a-Maus Ly6G IgG2ak BV421 1A8 BioLegend, San Diego, USA 127628
Brilliant Violet 421 anti Maus CD4 GK1.5 BioLegend, San Diego, USA 100437
Kaninchen a-Fluorescein/Oregon green  — Invitrogen, Carlsbad, USA A11090
IgG A488
Isotyp Klon Bezugsquelle Bestell-
nummer
Armenischer Hamster [gG BV421 HTK&88 BioLegend, San Diego, USA 400936
Ratte IgG2ax A647 RTK2758 BioLegend, San Diego, USA 400526
Ratte IgG2ax BV421 RTK2758 BioLegend, San Diego, USA 400535
Ratte IgG2bk RTK4530 BioLegend, San Diego, USA 400639
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4 Methode

Die vorliegende Arbeit vergleicht das Apoptoseverhalten ausgewéhlter Leukozytenpopula-
tionen an Milzschnitten von Treg-depletierten (= ,,Dereg‘*-) und nicht-depletierten C57BL/6
(=,,BL6%-) Tieren. Verwendet wurde dabei das Farbeprotokoll, das von der Autorin vorlie-
gender Arbeit fiir die CD3*/CD4"-Doppelfarbung und von J. Ickler fiir die anderen Farbun-
gen etabliert wurde (Ickler, 2015). Betrachtet wurden dabei ,,junge® (= drei Monate alte)
Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infarktinduktion sowie ,,alte* (= einjdhrige) Tiere

an Tag sieben und vierzehn nach dem Infarkt.

4.1. Mausmodell

Fiir die Experimente dieser Arbeit wurden Dereg-Méuse verwendet, d. h. transgene Tiere mit
einem C57BL/6-Hintergrund. Die C57BL/6-Méuse dienen als Kontrolltiere und entstammen
demselben Wurf. Der fiir Treg spezifische Transkriptionsfaktor FoxP3 wird in Dereg-Miu-
sen mit dem humanen Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) koexprimiert. Aufgrund der 10*-fach
hoheren Affinitét des humanen Rezeptors im Vergleich mit dem murinen kann durch Appli-
kation einer niedrigen Dosis des Diphtherietoxins (DT) die spezifische Depletion von Tregs
erreicht werden. Diese Methode ldsst eine normale Entwicklung des Immunsystems zu (Lahl

etal.,2007).

Genehmigt wurden die Tierversuche durch das Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmit-
telsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern, Aktenzeichen 7221.3-1.1-060/12.
Die Versuchstierrdume des Biotechnikums Greifswald, Walter-Rathenau-Strafle 49, dienten

der Aufzucht und Haltung der Tiere.

4.2. Vorgehen

4.2.1. Depletion regulatorischer T-Zellen

Die intraperitoneale Verabreichung von 100 pl Diphterie Toxin (DT) mit einer Konzentra-
tion von 10 ng/ul DT, geldst in sterilem 1x PBS (Phosphate buffered saline), fiihrte zur ge-
zielten Depletion der Tregs. Die Gabe erfolgte an zwei aufeinanderfolgenden Tagen, direkt
vor Schlaganfallinduktion.

22



Methode

4.2.2 Transiente mittlere zerebral-Arterienokklusion (tMCAOQO)

Die Depletion der Tregs, die Induktion des Infarkts durch tMCAO, die dazugehdrige Sham-
Operation, das Toten der Tiere und die Generierung von Gewebeschnitten wurden von Juli-

ane Schulze (AG Neuroimmunologie) durchgefiihrt.

Bei einer tMCAO wird ein voriibergehender intraluminaler Verschluss der Arteria cerebri
media mittels eines Fadens durchgefiihrt. Die Okklusion fiihrt zu einer gestorten Durchblu-
tung, die besonders in einer Schiadigung von Striatum und Cortex evident ist. Die Lésionen
sind reproduzierbar und in ihrem Ausmall durch die Okklusionszeit variierbar. Die Gefal3-

versorgung der Maus ist in Abbildung 2 dargestellt.

In Vorbereitung auf den Eingriff wurden die Mause mit einem 2,5 % Isofluran-Gemisch an-
dsthesiert und anschlieend mit 2 % Isofluran in 70 % N->O und 30 % O: narkotisiert. Die
Tiere befanden sich auf einer Heizmatte, die Korpertemperatur wurde durch Verwendung
eines Rektal-Thermometers kontrolliert und konstant gehalten. Nach Er6ffnung des Nackens
erfolgte die Praparation der Arteria carotis communis (CCA). Anschlieend wurden Ligatu-
ren an drei Abschnitten angebracht: Die Ligaturen an der 4. carotis externa und an der CCA
wurden sofort verschlossen, die Ligatur distal der Bifurkation erst zum Zeitpunkt der Fixie-
rung des Mikrofilaments. Dieses wurde tliber die CCA eingefiihrt und in die A. carotis interna
bis zum Abgang der A. cerebri media vorgeschoben. Die Dauer des Verschlusses betrug
45 Minuten. In dieser Zeit wurde der eroffnete Bereich mit Xylocain-Gel versorgt und die
Tiere waren nicht narkotisiert. Fiir die Reperfusion wurde das Filament aus den erneut be-
taubten Tieren entfernt und anschlieBend wurden die Wunden verschlossen. Die Folge war
die Wiederherstellung des Blutflusses, was bei einem humanen Infarkt der Lyse des Gerinn-

sels entspréche.

Die Operation der schein-operierten Tiere folgte demselben Protokoll, nur wurde das Sili-

konfilament nicht bis in die A. cerebri media vorgeschoben und sofort wieder entfernt.
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A. cerebri media (MCA)

Circulus arteriosus Willisi
)

A. carotis interna (ICA)

A. carotis externa (ECA)

e A\ CArotis communis (CCA) »

Abbildung 2: Darstellung der GefdBarchitektur zur Versorgung des murinen Gehirns (modifiziert Darstel-
lung in Anlehnung an (Engel et al., 2011)

4.2.3 Postoperative Versorgung der Miuse

Nach dem Eingriff wurden die Méuse in den ersten zwei Stunden kontinuierlich tiberwacht.
Es folgte liber eine Woche die tigliche Kontrolle von Gewicht, Temperatur und Wundhei-
lung. Den Tieren stand Wasser und aufgeweichte Nahrung zur Verfiigung, auBerdem erhiel-
ten sie tiglich Injektionen von 500 pl Glukose in aqua ad iniectabilia. Verloren die Tiere
trotz dieser MaBBnahmen in den ersten zwei Tagen nach Infarkt iiber 20 % ihres Gewichtes

oder waren andere Hirnareale geschidigt, wurden sie vorzeitig getotet.

4.2.4 Totung der Tiere

Die Totung der Tiere erfolgte unter Narkose von 2,5 % Isofluran in Oz. AnschlieBend wurde
das Blut aus dem linken Ventrikel des Herzens entnommen, in das rechte A¢rium geschnitten
und 0,9 % NaCl-Lésung infundiert. Die Milzentnahme erfolgte, nachdem sich kein Blut mehr
im Organismus befand. Die Fixierung erfolgte mit 20 ml 4 % Paraformaldehyd (PFA)-Lo-
sung mit einer Temperatur von 4 °C. Tiere, die aus genannten Griinden (siehe Kapitel 4.2.3)
fiir das Experiment ausschieden, wurden mittels zervikaler Dislokation unter Narkose durch

Juliane Schulze getotet.

4.2.5 Herstellung der Gewebsschnitte

Das gewonnene Gewebe wurde auf Eis in 0,9 % NaCl-Losung gelagert, in Plastik-Einfrier-

gefdlle unter Verwendung von Tissue-Tek eingebettet und schlieBlich durch 70 K kalten,
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fliissigen Stickstoff gefroren. Die Lagerung der Milzen erfolgte bei —80 °C. Das Schneiden
der Organe erfolgte mithilfe eines Kryotoms. 24 Stunden zuvor erfolgte der Transfer in einen
—20 °C kalten Freezer. Die Schnitte wurden in einer Dicke von 5 pm angefertigt, wobei die
ersten 100 um einer jeden Milz verworfen wurden. Es folgten 20 Schnitte, die auf einen vor-
bereiteten Objekttriager transferiert wurden. Der zweite Schnitt auf dem Objekttrager folgte
jedoch nicht unmittelbar, sondern besall jeweils einen Abstand von 400 um, da das Zwi-

schenstiick verworfen wurde.

4.2.6 Immunhistochemische Firbung von Leukozytenpopulationen
Férbungen zum Nachweis von TUNEL™-Leukozyten

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte immunhistochemisch mittels der TUNEL- (7er-
minal desoxynucleotidyl dUTP nickend labeling) Farbung. Diese Methode macht sich die
Fragmentierung der zelluldren DNA zunutze, die wihrend der Apoptose auftritt. Die entstan-
denen freien 3’-OH-Enden kdnnen von der Desoxynukleotidyl-Transferase mit Nukleotiden
verkniipft werden, ebenfalls mit fluorochrom-konjugierten Nukleotiden. Dies ermdglicht die
Identifikation der TUNEL"-Zellen, also jener Zellen, die apoptotisch sind. Fiir die Farbung
wurden das von J. Ickler angepasste TUNEL-Farbungsprotokoll und das In Situ Cell Death
Detection TMR red Kit verwendet. Es unterscheidet sich vom Herstellerprotokoll in der Art
der Fixierung: Statt der 20-miniitigen Fixierung mit PFA-Ldsung werden die Schnitte zehn
Minuten in —20 °C kaltem Acefon fixiert. Folglich kann auf den Schritt der Permeabilisierung
der Zellmembran verzichtet werden, da das Acetorn auch diese Funktion erfillt. Um die
apoptotischen Zellen einer bestimmten Leukozytenpopulation zuzuordnen, ist die Kombina-

tion aus Leukozyten- und TUNEL-Férbung notwendig.

In der vorliegenden Arbeit werden der Effekt der Tregs und die Folgen ihrer Depletion fiir
die Apoptose von Leukozytenpopulationen in der murinen Milz nach Induktion eines zereb-
ralen Infarkts untersucht. AuBBerdem wird die zeitliche Entwicklung der Apoptose betrachtet:
Die Milzen von Tieren werden an Tag 1, 3, 5, 7 und 14 nach Infarktinduktion und mit denen
der naiven Tiere verglichen. Weiterhin wird untersucht, ob sich das Apoptoseverhalten im
Alter verdndert. Dazu werden die Milzen von ,,jungen® (= drei Monate alten) und ,,alten*
(= einjahrigen) Tieren untersucht. Betrachtet werden fiir jedes Tier die Apoptose von Ly6G™-
neutrophilen Granulozyten, von CD11c"-myeloiden Zellen sowie von zwei T-Zell-Subpopu-

lationen: den CD3*/CD4"-T-Helferzellen und CD8a*-zytotoxischen T-Zellen. Der Nachweis
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erfolgt aus der Kombination von TUNEL-Firbung und der Farbung des spezifischen Anti-
gens der jeweiligen Leukozytenpopulation. Verwendet wird dafiir eines der drei im Folgen-

den beschriebenen Férbeprotokolle.

Etablierungsfirbungen: Firbeprotokolle TUNEL™-Leukozyten

a) bei den CD3'/CD4*-T-Helferzellen

Aus den Untersuchungen von Vendrame et al. (Vendrame et al., 2000) und Ickler (Ickler,
2015) geht hervor, dass nicht alle CD3*-Zellen CD4" exprimieren und es sich bei den CD4"-
Zellen nicht ausschlieBlich um CD3"-Zellen handeln kann, weshalb zur eindeutigen Identi-
fizierung der CD3%/CD4"-T-Helferzellen eine Doppelfarbung Anwendung findet (siehe auch
die Diskussion in Kapitel 6.2).

Die bei —20 °C gelagerten Milzschnitte werden auf Raumtemperatur erwdrmt und anschlie-
Bend wird das tiberschiissige Tissue-Tek mittels Wattetupfer und 96%igem Ethanol entfernt.
Es folgt die fiinfminiitige Fixierung in einer mit —20 °C kaltem Aceton gefiillten Kiivette. Die
auf dem Objekttrager befindlichen Milzschnitte werden mit einem Fettstift umrundet. Es fol-
gen drei Waschungen a zehn Minuten in 1x PBS auf einer Rockig Platform (RP). Jeder
Schnitt wird dann fiir 20 Minuten mit 50 pl Blockpuffer bedeckt, der in einer 1:10-Verdiin-
nung von 10 % Normal Goat Serum (NGS) in 1x PBS vorliegt. Nun werden die fiir die Far-
bung bestimmten Schnitte mit 50 pl des Primérantikorpers Ratte o-Maus CD3 IgG2bk FITC
sowie dem Antikorper CD4-Brilliant Violett 421 anti Maus bedeckt und die Isotypkontrollen
erstellt. Fir die CD3*/CD4"-Férbung ergab eine 1:100-Verdiinnung die besten Ergebnisse,
weshalb diese hier zur Anwendung kommt. Die jeweils verwendeten Verdiinnungen sind der

Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Antikorper-Verdiinnung

Antikorper Verdiinnung
Ratte a-Maus CD3 IgG2bk FITC 1:50

Ratte a-Maus CD8a IgG2ax A647 1:50
Armenischer Hamster — 1:100
a-Maus CD11c IgG BV421

Ratte a-Maus CD169 IgG2ak A647 1:100

Ratte a-Maus Ly6G IgG2ak BV421 1:100
Kaninchen a-Fluorescein / Oregon green IgG 1:100

A488

Brilliant Violett 421 anti Maus CD4 1:50
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Alle folgenden Schritte erfolgen lichtgeschiitzt. Die Milzschnitte werden auf einer RP fiir
zwei Stunden inkubiert. Es folgen erneut drei Waschgénge in 1x PBS. Fiir die Darstellung
von CD3*-Zellen ist die Verstiarkung des Priméarantikorpers mittels des Sekundarantikorpers
Kaninchen a-Fluorescein/Oregon green IgG A488 notwendig. Nach einstiindiger Inkubation
des Sekundirantikorpers (zur Verdiinnung vgl. Tab. 6) schlieBen sich erneut drei Wasch-
génge an. Zur Erstellung der Positivkontrolle wird 100 ul DNAse I fiir zehn Minuten auf den
Schnitt aufgebracht. Dabei wird eine Stammldsung von 1000 U/ml, bestehend aus 100 mg
DNAse I und 200 mg Serumalbumin in 200 ml Tris-HCL mit einem pH-Wert von 7,5 ver-
wendet. Der zweite auf dem Objekttriger befindliche Schnitt wird mit 1x PBS bedeckt, um
der Austrocknung vorzubeugen. Nach erneuter Waschung wird die TUNEL-reaction-mixture
angesetzt: aus Enzyme-solution und Lable-solution, im Verhéltnis 1:10 gemischt. Im Folgen-
den werden alle Schnitte und die Positivkontrolle mit 50 pl dieser Losung bedeckt. Der als
Negativkontrolle dienende Schnitt wird mit 50 pl Lable-solution und die Isotypkontrollen
werden mit demselben Volumen an 1x PBS bedeckt. Die einstiindige Inkubation erfolgt in
einer feuchten Kammer bei 37 °C im Brutschrank. Nach drei Waschungen mit einer Dauer
von je fiinf Minuten werden die Schnitte mit einem Tropfen Fluoprep und einem Deckglas

versiegelt und bis zur mikroskopischen Auswertung bei Raumtemperatur gelagert.

b) bei neutrophilen Granulozyten und CD11¢" myeloiden dendritischen Zellen (etabliert
durch Ickler, 2015)

Das in Protokoll a) beschriebene Vorgehen wird um einen Waschschritt verkiirzt und auf
eine einstiindige Inkubation mit einem Sekundirantikdrper reduziert. Eine Verstarkung des
Fluorochroms ist bei dieser Farbung nicht erforderlich. Alle nachfolgenden Schritte erfolgen

wie unter a) beschrieben.

¢) bei CD3"/CD8a"-Féarbung der zytotoxischen T-Zellen (etabliert durch Ickler, 2015)

Die Féarbung folgt dem unter a) beschriebenen Protokoll, unterscheidet sich jedoch in dem

verwendeten Blockpuffer: Anstelle von NGS wird hier Fetal Calf Serum (FCS) verwendet.

Mikroskopische Auswertung

Die getrockneten Schnitte werden am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Im ersten Schritt
wird eine Navigationskarte, die Navigation Map, eine Gesamtiibersicht in zehnfacher Ver-
groBerung, durch das Zusammenfiigen vieler Einzelbilder erstellt (siche Abbildung 3a). An-

hand dieses Bildes werden acht Leukozyten-Cluster ausgewihlt (siche Abbildung 3b), die
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moglichst gleichmafig tiber die Milz verteilt sind. Da Ly6G*- und CD11c¢*-Zellen nicht in
Clustern vorliegen, dienen die durch CD169" charakterisierten Marginalzonen-Makropha-

gen der Orientierung.

Fiir jede Bildposition werden in verschiedenen Schnittebenen Bilder erstellt und anschlie-
Bend zu einem Z-Stack zusammengefiigt. Dies geschieht fiir alle Schnitte im Texas-Red-Ka-
nal, der die optimale Anregungswellenlinge 562 nm und eine Emission von 624 nm filtert.
Dieser Vorgang wird im Kanal des fiir die Farbung spezifischen Fluorochroms wiederholt.
Bei der Farbung der myeloiden CD11c¢* und der neutrophilen Granulozyten Ly6G™ entstehen
Bilder in 20-facher VergroBerung, fiir die Darstellung der anderen Populationen in 40-facher
VergroBerung (siche Abbildung 3¢, d und e). Die Z-Stack-Bilder werden anschlieBend mit-
tels des Analysers zu full focus-Bildern zusammengefiigt und die entstandenen Bilder aller
Kanile zu einem Overlay libereinandergelegt (siche Abbildung 3f). Als Resultat entstehen
Bilder, auf denen sowohl die apoptotischen TUNEL"-Zellen als auch die jeweilige Leuko-

zytenpopulation dargestellt sind.

Es folgt die manuelle Auszidhlung der doppelt positiv gefirbten Zellen (siehe Abbildung 3g).
Mithilfe der Brightness Extraction-Funktion im Dynamic Cell Count der BZ Analyser Soft-
ware wird die von Leukozyten einer bestimmten Population bedeckte Fldche fiir jedes der
acht Positionen erhoben. Sowohl fiir die gezéhlten Zellen als auch fiir die bestimmte Flidche
wird der Mittelwert aus den acht Positionen der beiden Schnitte gebildet und fiir die Bestim-
mung der apoptotischen Dichte verwendet. Diese ist nun ein MaB fiir die mittlere Anzahl der
TUNEL'-Leukozyten einer bestimmten Population — pro bedeckter Flache aller Leukozyten

dieser Population (gemessen in mm).
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Abbildung 3: Darstellung der Farbungen zur Apoptose am Beispiel von CD11c*-Zellen in murinen Milz-
schnitten

Erliduterung: In a) dargestellt ist in 10-facher VergroBerung eine Navigation Map fiir eine CD11c*-Farbung
(Overlay aus Bildern, die im Dapi- und Cy5-Kanal aufgenommen wurden) b) zeigt die Auswahl von acht
CD11c*-Zell-Clustern zur Auswertung; ¢) zeigt das in Abb. 3 b) mit ,,4* markierte Cluster mit erkennbaren
CD169"-Zellen, aufgenommen im Cy5-Kanal in 20-facher Vergr6Berung nach Fokussierung der einzelnen Bil-
der des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1/1,1 s); d) zeigt das in Abb. 3 b) mit ,,4* markierte Cluster
mit apoptotischen Zellen, aufgenommen im Texas-Red-Kanal in 20-facher VergroBerung nach Fokussierung
der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1/12 s); e) zeigt das in Abb. 3 b) mit ,,4“
markierte Cluster mit erkennbaren CD11c*-Zellen, aufgenommen im Dapi-Kanal in 20-facher VergroBerung
nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1,2,5 s); f) Overlay aus
¢, d und e; g) Overlay f mit markierten Counts.
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Statistische Auswertung

Die auf diese Weise berechnete apoptotische Dichte wird mithilfe der One-way-ANOVA und
sich anschlieBendem Bonferroni Multiple Comparison-Test auf Signifikanzen tiberpriift. Im
Folgenden werden die Signifikanzniveaus: * signifikant (5 %), ** sehr signifikant (<1 %)
und *** hochsignifikant (< 0,1 %) verwendet. Die Ergebnisse werden zu verschiedenen Zeit-
punkten auf Unterschiede zwischen Dereg- und BL6-Tieren sowie im Vergleich zu naiven
Tieren getestet. Um die apoptotische Dichte innerhalb einer Gruppe zu analysieren, wird ein
t-Test verwendet. Mittels Pearson-Test wird zudem iberpriift, ob ein Zusammenhang zwi-

schen Infarktvolumen und apoptotischer Dichte besteht.
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S Ergebnisse

5.1. Die Farbungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der im Kapitel 4.2.6 beschriebenen Farbungen exemp-

larisch dargestellt.

Das erste Bild (a) zeigt ein Ubersichtsbild der Milz, die der Auswahl der acht Leukozyten-
cluster dient (b). Fiir jedes der acht Ausschnitte werden Bilder in drei Kandlen aufgenommen,
die abhédngig von dem in der Farbung spezifischen Flourochroms gewihlt sind (d, e, ). Aus
diesen drei Einzelbildern wird ein Overlay erzeugt, um doppelt gefdrbte Zellen darzustellen
(c). Des Weiteren werden eine Positiv- (g), eine Negativ- (h), sowie eine Isotypkontrolle (i)

erstellt.
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Abbildung 4: Auswertung der Farbungen zur Apoptose von CD3"/CD4"-Zellen in murinen Milzschnitten
von Dereg- und BL6-Tieren

Erliduterung: Bild a) stellt ist in 10-facher Vergroferung eine Navigation Map fiir eine CD3*/CD4"-Féarbung
dar (Overlay aus Bildern, die im GFP- und Dapi-Kanal aufgenommen wurden); b) zeigt die Auswahl von acht
CD3*-Zell-Clustern zur Auswertung; c) ist der Overlay von d, e und f; d) zeigt das in Abb. 4 b) mit ,,1* mar-
kierte Cluster mit erkennbaren CD4"-Zellen, aufgenommen im Dapi-Kanal in 40-facher VergroBerung nach
Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1/1,8s); e) zeigt das in
Abb. 4 b) mit ,,1* markierte Cluster mit erkennbaren apoptotischen CD3"-Zellen, aufgenommen im GFP-Kanal
in 40-facher Vergroferung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungs-
zeit: 1,1 s); f) zeigt das in Abb. 4 b) mit ,,1* markierte Cluster mit erkennbaren apoptotischen Zellen, aufge-
nommen im 7Texas-Red-Kanal in 40-facher VergroBerung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entspre-
chenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1/2 s); g) stellt die Positivkontrolle der TUNEL-Farbung dar, aufgenommen
im Texas-Red-Kanal in 40-facher VergroBerung (Belichtungszeit: 1/2 s); h) zeigt die Negativkontrolle der TU-
NEL-Féarbung im Texas-Red-Kanal in 40-facher VergroBBerung (Belichtungszeit: 1/2 s); i) ist die Isotypkon-
trolle mittels Ratte [gG2bi aufgenommen im GFP-Kanal in 40-facher VergroBerung (Belichtungszeit: 1,1 s).
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f

Abbildung 5: Auswertung der Féarbungen zur Apoptose von Ly6G*-Zellen in murinen Milzschnitten von De-
reg- und BL6-Tieren

Erlduterung: In Bild a) ist in 10-facher VergroBerung eine Navigation Map fiir eine Ly6G*-Férbung dargestellt
(Overlay aus Bildern, die im Dapi- und Cy5-Kanal aufgenommen wurden); b) zeigt die Auswahl von acht
Ly6G Zell-Clustern zur Auswertung; ¢) ist der Overlay von d, e und f; d) zeigt das in Abb. 5 b) mit ,,1* mar-
kierte Cluster mit erkennbaren apoptotischen Zellen, aufgenommen im 7exas-Red-Kanal in 20-facher Vergro-
Berung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1/8 s); e) zeigt
das in Abb. 5 b) mit ,,1* markierte Cluster mit erkennbaren Ly6G*-Zellen, aufgenommen im Dapi-Kanal in 20-
facher Vergroferung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit:
1,11 s); f) zeigt das in Abb. 5 b) mit ,,1“ markierte Cluster mit erkennbaren CD169*-Zellen, aufgenommen im
Cy5-Kanal in 20-facher Vergroflerung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks
(Belichtungszeit: 1 s); g) stellt die Positivkontrolle der TUNEL-Férbung dar, aufgenommen im Texas-Red-Ka-
nal in 40-facher VergrofBerung (Belichtungszeit: 1/2 s); h) zeigt die Negativkontrolle der TUNEL-Férbung im
Texas-Red-Kanal in 40-facher VergroBerung (Belichtungszeit: 1/8 s); i) ist die Isotypkontrolle mittels Ratte
IgG2ax BV421 aufgenommen im Dapi-Kanal in 20-facher Vergroflerung (Belichtungszeit: 1,11 s).
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Abbildung 6: Auswertung der Farbungen zur Apoptose von CD11c¢"-Zellen in murinen Milzschnitten von
Dereg- und BL6-Tieren

Erliduterung: In Bild a) ist in 10-facher VergroBerung eine Navigation Map fiir eine CD11c"-Féarbung (Overlay
aus Bildern, die im Dapi- und Cy5-Kanal aufgenommen wurden dargestellt); b) zeigt die Auswahl von acht
CD11c"-Zell-Clustern zur Auswertung; ¢) ist der Overlay von d, € und f; d) zeigt das in Abb. 6 b) mit ,,1*
markierte Cluster mit erkennbaren CD169*-Zellen, aufgenommen im Cy5-Kanal in 20-facher VergroBerung
nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 1,2 s); e) zeigt das in
Abb. 6 b) mit ,,1“ markierte Cluster mit erkennbaren apoptotischen Zellen, aufgenommen im Texas-Red-Kanal
in 20-facher Vergroferung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungs-
zeit: 1/2,8 s); f) zeigt das in Abb. 6 b) mit ,,1* markierte Cluster mit erkennbaren CD11¢*-Zellen, aufgenommen
im Dapi-Kanal in 20-facher VergroBerung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden
Z-Stacks (Belichtungszeit: 1,8s); g) stellt die Positivkontrolle der TUNEL-Farbung dar, aufgenommen im
Texas-Red-Kanal in 20-facher Vergroferung (Belichtungszeit: 1/2,8 s); h) zeigt die Negativkontrolle der TU-
NEL-Férbung im Texas-Red-Kanal in 40-facher VergroBerung (Belichtungszeit: 1/2,8 s); i) ist die Isotypkon-
trolle mit Armenischem Hamster IgG BV421 aufgenommen im Dapi-Kanal in 20-facher VergroBBerung (Be-
lichtungszeit: 1,8 s).
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Abbildung 7: Auswertung der Farbungen zur Apoptose von CD3*/CD8"-Zellen in murinen Milzschnitten
von Dereg- und BL6-Tieren

Erliduterung: In Bild a) ist in 10-facher VergroBerung eine Navigation Map fiir eine CD3*/CD8"-Féarbung
dargestellt (Overlay aus Bildern, die im GFP- und Cy5-Kanal aufgenommen wurden); b) zeigt die Auswahl
von acht CD8+-Zell-Clustern zur Auswertung; ¢) ist der Overlay von d, e und f; d) zeigt das in Abb. 7 b) mit
,,1¢ markierte Cluster mit erkennbaren CD8"-Zellen, aufgenommen im Cy35-Kanal in 40-facher Vergroferung
nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungszeit: 5 s); e) zeigt das in
Abb. 7b) mit,,1“ markierte Cluster mit erkennbaren apoptotischen Zellen, aufgenommen im Texas-Red-Kanal
in 40-facher Vergroferung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden Z-Stacks (Belichtungs-
zeit: 1/2,5 s); f) zeigt das in Abb. 7 b) mit ,,1* markierte Cluster mit erkennbaren CD3*-Zellen, aufgenommen
im GFP-Kanal in 40-facher VergroBerung nach Fokussierung der einzelnen Bilder des entsprechenden
Z-Stacks (Belichtungszeit: 1/2 s); g) stellt die Positivkontrolle der TUNEL-Farbung, aufgenommen im 7exas-
Red-Kanal in 40-facher VergroBerung (Belichtungszeit: 1/2,5 s); h) zeigt die Negativkontrolle der TUNEL-
Féarbung im Texas-Red-Kanal in 40-facher Vergroferung (Belichtungszeit: 1/2,5 s); i) ist die Isotypkontrolle
mit mittels Ratte [gG2ak A647 aufgenommen im Cy5-Kanal in 40-facher VergroBBerung (Belichtungszeit: 5 s).
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5.2. Vergleichsfirbung von Dereg- und BL6-Tieren im zeitlichen Verlauf

bei ,,jungen* Mausen

Verwendet werden die Milzen drei Monate ,,junger* Miuse. Die Zuordnung zu den Gruppen
Tag 1 bis 5 beschreibt den Totungszeitpunkt nach Schlaganfallinduktion. Am Tag der Ope-
ration wurde das Ausmal des Infarkts im MRT untersucht. Unterschieden werden Gruppen

von BL6-, Dereg- und naiven Tieren (nicht Sham operiert).

5.2.1. Apoptosedichte ausgewiihlter Lymphozytenpopulationen

Die Bestimmung der apoptotischen Dichte folgt dem im Kapitel 4.2.6 beschriebenen Proto-
koll. Die erhobenen Werte der Einzelfirbungen werden in Abbildung 8 in ihrer Gesamtheit
betrachtet. Bei gemeinsamer Betrachtung der apoptotischen Dichte aller untersuchten Zell-
populationen zeigt sich fiir die Dereg-Tiere eine relativ konstante apoptotische Dichte, wih-
rend fiir die BL6-Tiere nach einem starken Anstieg an Tag 1 ein abnehmender Trend evident
ist, der sich den Werten der Dereg-Tiere anndhert. Die Untersuchung mittels One-Way-A-
NOVA und anschlieBendem Bonferroni-Test for selected pairs of columns ergibt einen sehr

signifikanten Unterschied (p <0,01) zwischen Dereg- und BL6-Tieren an Tag 1.
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Abbildung 8: Vergleich der Summe der apoptotischen Dichte: Dereg- vs. BL6-Tiere (naiv, D1, D3, D5)

Erlduterung: Es wurden zu jedem Zeitpunkt (Tag 1, 3 und 5) und in jeder Gruppe Féarbungen von n=5 aus-
gewertet (Ausnahme BL6, Tag 5: n=4). Fiir die unterschiedlichen Farbungen wurden Milzschnitte derselben
Tiere verwendet und eine Normalverteilung angenommen. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-way-
ANOVA und anschlieBendem Bonferroni-Test for selected pairs of columns. Verglichen wurden jeweils BL6-
mit Dereg-Tieren: naiv, D1, D3 und D5. Signifikanz ergibt sich fiir D1 mit p <0,01.
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Des Weiteren wurde untersucht, welche Populationen die signifikanten Unterschiede verur-
sachen. Dabei wurde aufgrund des explorativen Charakters der Studie und der begrenzten
Anzahl an Tieren auf eine Korrektur fiir multiples Testen verzichtet. Entsprechende Darstel-
lungen fiir die einzelnen Zellarten konnen dem Anhang (Abb. A1) entnommen werden. Die
Verwendung von One-Way-ANOVA ergab zwei signifikante Unterschiede: Die apoptotische
Dichte von CD3/CD4"-Zellen ist in naiven BL6-Tieren signifikant niedriger (p <0,001) als
die in BL6-Tieren an Tag 1. AuBerdem ist die apoptotische Dichte von CD3*/CD8"-Zellen
in Dereg-Tieren an Tag 1 signifikant niedriger (p <0,015) als in BL6-Tieren an Tag 1.

In allen vier untersuchten Populationen zeigt sich ein Trend zur Abnahme der Unterschiede
in der Apoptosedichte bei Dereg- und BL6-Tieren zum 5. Tag hin. Die apoptotische Dichte
ist in BL6-Tieren generell hoher als in Dereg-Tieren desselben Zeitpunktes. Eine Abwei-

chung von diesem Trend zeigt die Apoptose von CD3*/CD4"-Zellen an Tag 5.

5.2.2. Zusammenhang von Apoptosedichte und Schlaganfallvolumen

Im Folgenden wurde die apoptotische Dichte auf eine Korrelation mit der Infarktgrofle, die
am 1. Tag nach Infarkt im MRT gemessen wurde, mittels Pearson-Test untersucht. Die Er-

gebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.

Ein signifikanter Zusammenhang zeigt sich fiir die Dereg-Tiere am 5. Tag bei den Farbungen
Ly6G*/TUNEL und CD11¢*/TUNEL. Fiir die Ly6G*-Féarbung ergibt sich ein Pearson’s r
von 00,8844 sowie ein p-Value von 0,0193. Die Untersuchung der CD11c" ergibt ein Pear-
son’s r von 0,9416 und ein p-Value von 0,0168. In beiden Fillen geht ein hohes Schlagan-

fallvolumen mit einer erh6hten apoptotischen Dichte einher.
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Abbildung 9: Korrelation der apoptotischen Dichte mit dem Schlaganfallvolumen an Tag 1: Dereg- vs. BL6-Tiere

Erlduterung: Die Werte der apoptotischen Dichte der Ly6G"/TUNEL-, CD11¢"/TUNEL-, CD3*/CD8*/TUNEL-
und CD3"/CD4"/TUNEL-Férbungen entsprechen den unter Abb. 8 beschriebenen Ergebnissen: n=5 (Ausnahme
BL6, Tag 5: n=4). Unterschieden wurde nach Fiarbung und Gruppenzugehdrigkeit (Tag 1, 3, 5). Die Daten der
Dereg-Tiere sind in Rot und die der BL6-Tiere in Schwarz dargestellt. Die Normalverteilung wird angenommen.
Unter Verwendung eines Pearson-Tests zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen apoptotischer Dichte
und Schlaganfallvolumen fiir die Dereg-Tiere an Tag 5 bei den Farbungen Ly6G*/TUNEL (Pearson’s r=0,8844, p-
Value =0,0193; vgl. Abb. 91) und CD11c*/TUNEL (Pearson’s r=0,9416, p-Value = 0,0168; vgl. Abb. 9j).
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5.3. Vergleichsfirbung von Dereg- und BL6-Tieren in ,,alten® Mausen

Die im Folgenden zur Auswertung kommenden Milzen entstammen Tieren, deren postope-
rative Infarkt- und Milzvolumina in regelmiBigen Abstinden (12 Stunden, 3, 5, 7 und evtl.
14 Tage postoperativ) mittels MRT untersucht wurden. Es handelt sich um einjahrige (,,alte)
Tiere. Untersucht wird auch hier der Unterschied in der Apoptosedichte zwischen Treg-

depletierten Dereg- und BL6-Tieren im zeitlichen Verlauf (D7, D14).

5.3.1. Apoptotische Dichte ausgew:ihlter Populationen

Fiir die Bestimmung der apoptotischen Dichte wurde wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben vor-
gegangen. Abbildung 10 veranschaulicht die erhobenen Daten graphisch. Eine Darstellung
mit getrennten Graphen fiir jeden Zelltyp findet sich im Anhang (siche Abb. A2).

Es wurden die Milzen ,,alter Tiere sieben (D7) bzw. vierzehn Tage (D14) nach Infarkt mit-
hilfe der in Kapitel 4.2.6 beschriebenen Farbungen untersucht. Unter Verwendung von One-
Way-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Test ist kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den Gruppen ermittelbar.

Fiir die ,,alten* Tiere ldsst sich in allen vier Populationen ein Trend zu hoherer Varianz fest-
stellen. Zudem zeigt sich eine Tendenz zu hoheren Mittelwerten bei der Apoptosedichte in
BL6-Tieren. Der Unterschied ist besonders in den CD3*/CD8*-Zellen evident. Eine Aus-
nahme stellt die CD11¢*/TUNEL-Férbung in den D7-Tieren dar, in der keine Abnahme der

Apoptosedichte in den Dereg-Tieren evident ist.

39



Ergebnisse

Abbildung 10: Zusammenfassende Darstellung der Apoptose in ,,alten Tieren* (D7, D14)

400+
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apoptotische Dichte

Erliduterung: Werte der apoptotischen Dichte bei Ly6G*/TUNEL-, CD11c¢*/TUNEL-, CD3*/CD8*/TUNEL-
und CD3*/CD4*/TUNEL-Férbungen fiir Dereg- und BL6-Tiere. Zur Auswertung kamen n=5 BL6- bzw. n=4
Dereg-Tiere. Fiir die unterschiedlichen Farbungen wurden Milzschnitte derselben Tiere verwendet. Eine Nor-
malverteilung wird angenommen.

5.3.2. Korrelation von apoptotischer Dichte und Infarktvolumen

Im Folgenden wird mittels Pearson-Test gezeigt, ob die im Kapitel 5.2.1 bestimmte apopto-
tische Dichte der ausgewéhlten Farbungen mit dem im MRT gemessenen Schlaganfallvolu-

men (drei Tage postoperativ) korreliert. Die Ergebnisse sind Abbildung 11 zu entnehmen.

Mit einem Pearson’s r von 0,9901 und einem p-Value von 0,0099 lésst sich eine sehr signi-
fikante Korrelation in der CD3*/CD8*/TUNEL-Farbung der ,,alten” BL6-Tiere (D14) zeigen.
Eine Signifikanz besteht auBerdem in der CD11¢*/TUNEL-Farbung der ,,alten” Dereg-Tiere

(D7) — bei einem Pearson’s r von 0,955 und einem p-Value von 0,0447.

In beiden Gruppen geht folglich ein hohes Infarktvolumen mit einer hohen apoptotischen

Dichte der jeweiligen Lymphozytenpopulation einher.
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Abbildung 11: Korrelation von apoptotischer Dichte und Schlaganfallvolumen bei ,,alten* Tieren: Dereg- vs. BL6-
Tiere (D7, D14)

Erliduterung: Die Werte der apoptotischen Dichte der Ly6G*/TUNEL-, CD11¢*/TUNEL-, CD3*/CD8"/TU-
NEL- und CD3*/CD4*/TUNEL-Férbungen entsprechen den unter Abb. 8 beschriebenen Ergebnissen fiir die
,alten” Tiere D7 (obere Reihe) bzw. D14 (untere Reihe). Unterschieden wurde nach Farbung und Gruppenzu-
gehorigkeit (D7, D14). Zur Auswertung kommen jeweils fiinf BL6-Tiere D7 und Dereg-Tiere D14. Fiir die
BL6-Tiere D14 und die Dereg-Tiere D7 gilt n =4. Die Daten der Dereg-Tiere werden in Rot und die der BL6-
Tiere in Schwarz dargestellt und eine Normalverteilung angenommen. Ein Datenpunkt bildet die mittlere
apoptotische Dichte fiir ein Tier ab, wofilir zwei Milzschnitte aus je acht Clustern zur Auswertung kamen.
Dieser wurde gegen das Schlaganfallvolumen aufgetragen. Unter Verwendung eines Pearson-Tests zeigen sich
sehr signifikante Korrelationen fiir die BL6-Tiere D14 der Fiarbung CD3/CD8/TUNEL (Pearson’s
r=0,9901, p-Value = 0,0099; vgl. Abb. 11h). Eine Signifikanz besteht aulerdem fiir die CD11c¢*-Farbung der
alten® Dereg-Tiere D7 (Pearson’s r=0,9553, p-Value =0,0447; vgl. Abb. 11b).
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5.3.3. Korrelation von Apoptosedichte und Milzvolumen

Die berechnete apoptotische Dichte wurde auch auf eine Korrelation mit dem Milzvolumen
drei Tage nach der Operation untersucht. Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse. Mittels Pear-

son-Test kann keine Korrelation ermittelt werden.
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Abbildung 12: Korrelation der apoptotischen Dichte mit dem Milzvolumen ,,alter Tiere*: Dereg- vs. BL6-Tiere
(D7,D14)

Erlduterung: Die Abbildung =zeigt die apoptotische Dichte der Ly6G*/TUNEL-, CDI1¢"/TUNEL-,
CD3*/CD8"TUNEL- und CD3*/CD4"/TUNEL-Firbung fiir Dereg- (rot) und BL6-Tiere (schwarz) an Tag 7 bzw.
14 nach Infarkt. Eine Normalverteilung wird angenommen. Ein Datenpunkt bildet die mittlere apoptotische Dichte
fiir ein Tier ab, woflir zwei Milzschnitte aus je acht Clustern zur Auswertung kamen — dieser wurde gegen das
Milzvolumen aufgetragen. Fiir D7, BL6 & D14, Dereg gilt n=5; D7, fiir Dereg & D14, BL6: n=4. Fiir die unter-
schiedlichen Féarbungen wurden Milzschnitte derselben Tiere verwendet. Eine Normalverteilung wird angenom-
men. Die Ergebnisse wurden mittels Pearson-Test untersucht, wobei keine Korrelation ermittelt werden konnte.
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5.4. Vergleich von ,,jungen* und ,,alten* Tieren

Untersucht wurde, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben, die apoptotische Dichte der vier Leukozy-
tenpopulationen. Der Vergleich erfolgt zwischen drei Monate alten (,,jungen®) und einjéhrigen

(,,alten) Tieren, 14 Tage postoperativ (D14).

5.4.1. Apoptosedichte ausgewihlter Zellpopulationen

Die apoptotische Dichte wurde nach dem in Kapitel 4.2.6 dargestellten Protokoll bestimmt. Die
zusammengefassten Ergebnisse sind Abbildung 13 zu entnehmen. Eine detaillierte Auswertung

findet sich im Anhang (siche Abb. A3).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Mit Ausnahme der CD11c¢"-Zel-
len zeigt sich ein Trend zu hoherer Varianz und hoheren Mittelwerten in der Apoptose fiir die
BL6-Tiere, sowohl in ,,jungen als auch in ,alten* Tieren. Fiir die BL6-Tiere ist die Apoptose
in CD11¢*, CD3*/CD8" und CD3*/CD4" bei den ,,jungen‘ Tieren hoher als bei den ,,alten®. In
den Dereg-Tieren ist die apoptotische Dichte der CD3*/CD8"- und CD3*/CD4*-Zellen dhnlich.
Fiir die Ly6G*- und CD11c*-Zellen liegt die Apoptosedichte in den ,,jungen Dereg-Tieren ho-

her als bei den ,,alten* Tieren.

»Junge* o Alte

400- 400-
o ° B3 CD3CD4
£ £ =3 CD3CD8
g 300- 3 300- & CDi1c
[ o B Ly6G
L <
S 2001 3 2007
o 8
& 1004 2 100
& &

0 0

Abbildung 13: Zusammenfassende Darstellung der apoptotischen Dichte in Dereg- vs. BL6-Tieren (,,alte” und
junge” Tiere, D14)

Erlduterung: Die Zuordnung zu einer Gruppe erfolgte nach BL6- und Dereg-Tieren sowie nach dem Alter der
Tiere (,,alt” = einjahrig, ,,jung* = dreimonatig). Die fiir die Darstellung ermittelten Mittelwerte sind in Séulen dar-
gestellt und aus den Ergebnissen der Einzelfirbungen (siche Anhang, Abb. A3) fir CD3"/CD4" (grau),
CD3*/CD8" (blau), CD11¢" (griin) und Ly6G™ (rot) ermittelt. n=15 (Ausnahme: ,,alte”, D14, BL6: n=4).
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5.4.2. Korrelation von Apoptosedichte und Schlaganfallvolumen

Die berechnete apoptotische Dichte fiir die ,,jungen® Tiere wurde mittels Pearson-Test auf eine
Korrelation mit dem Schlaganfallvolumen an Tag 3 nach Infarktinduktion untersucht (sieche

Abb. 14). Es wurde keine Signifikanz fiir die ,,jungen® Tiere ermittelt.

Um einen besseren Vergleich zwischen ,,jungen® und ,,alten” Tieren zu ermoglichen, werden

im Folgenden erneut die Ergebnisse fiir die unter Kapitel 5.2.1 ermittelten Daten abgebildet.
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Abbildung 14: Korrelation von apoptotischer Dichte und Schlaganfallvolumen: Dereg- vs. BL6-Tiere (,,alte*
und ,,junge* Tiere, D14)

Erlduterung: Die Werte der apoptotische Dichte der Ly6G*/TUNEL-, CD11¢*/TUNEL-, CD3*/CD8"/TUNEL-
und CD3*/CD4*/TUNEL-Farbungen entsprechen den unter 5.3.1 beschriebenen Ergebnissen fiir die ,,jungen‘ Tiere
D14 (obere Reihe) bzw. ,,alten* Tieren D14 (untere Reihe). Unterschieden wurde nach Farbung und Gruppenzu-
gehorigkeit (,,jung*, ,,alt*). Die Daten der Dereg-Tiere werden in Rot und die der BL6-Tiere in Schwarz dargestellt.
Eine Normalverteilung wird angenommen. Ein Datenpunkt bildet die mittlere apoptotische Dichte fiir ein Tier ab,
wofiir zwei Milzschnitte aus je acht Clustern zur Auswertung kamen — das Ergebnis wurde gegen das Schlagan-
fallvolumen drei Tage postoperativ aufgetragen. Fiir die ,,jungen® Tiere gilt n=>5. Die Daten der ,,alten* Tiere D14
entsprechen denen in Abb.10. Der Pearson-Test ergab eine sehr signifikante Korrelation fiir die BL6-Tiere D 14
bei der CD3*/CD8*/TUNEL-Farbung (Pearson’s r=0,9901, p-Value = 0,0099; vgl. Abb. 14h).
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5.4.3. Korrelation von Apoptosedichte und Milzvolumen

Die Ergebnisse der apoptotischen Dichte fiir die Farbungen der ,,alten* und ,,jungen* Tiere wer-
den im Zusammenhang mit den im MRT bestimmten Milzvolumina der Tiere drei Tage nach

Infarkt untersucht. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 15 dargestellt.

Mittels Pearson-Test zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen der apoptotischen Dichte
der CD11c"-Zellen und dem Milzvolumen fiir die ,,jungen” BL6-Tiere, mit einem Pearson’s r
von 0,9239 und einem p-Value von 0,0249. Bei dieser Gruppe geht eine hohe apoptotische

Dichte mit einem groflen Milzvolumen einher.

47



Ergebnisse

&= -
4»3 . ‘§ s .
[a]
8 . 3
.'3 o
Lo L
g 8 8 8§ ’& °© £ & &8 5 <
8
o -§ Lo -
2 ©[F
2] o
D L]
(&) & L] °
L]
: $° £ & & ° %
g 2 8 =8 s £
8 9
Y= - N
el _‘3_ g
L]
L]
L
. 8 “ -\\ g
(5] - L]
g Lg . 8
S
T
Q
—————z° g 3 =z o
) s 8 ° 2 8
8
o e
© -2
+ L8 +
(O] - 8
Q >
) -
P g *
2 <
3 =
o
g & 3z ° g 8 8 °

[z wuw] eyd)q ayaspoydode

Abbildung 15: Korrelation von apoptotischer Dichte und Milzvolumen: Dereg- vs. BL6-Tiere (,,alte und ,,junge*
Tiere, D14)

Erliduterung: Abbildung 15 zeigt die Darstellung der Werte der apoptotischen Dichte bei Ly6G"/TUNEL-,
CD11¢*/TUNEL-, CD3*/CD8"/TUNEL- und CD3"/CD4*/TUNEL-Féarbungen fiir Dereg- (rot) und BL6-Tiere
(schwarz) an Tag 14 nach Infarkt. Es kamen vier BL6- und fiinf Dereg-Tiere zur Auswertung. Fiir die unterschied-
lichen Féarbungen wurden Milzschnitte derselben Tiere verwendet und eine Normalverteilung angenommen. Ein
Datenpunkt bildet die mittlere apoptotische Dichte fiir ein Tier ab, wofiir zwei Milzschnitte aus je acht Clustern zur
Auswertung kamen. Dieser wurde gegen das Milzvolumen drei Tage postoperativ aufgetragen Die Anwendung
eines Pearson-Tests ergibt eine Korrelation zwischen der apoptotische Dichte der CD11c¢*-Zellen und dem Milzvo-
lumen fiir die ,,jungen” BL6-Tiere, mit einem Pearson’s r von 0,9239 und einem p-Value von 0,0249 (vgl.
Abb. 15b). Die Daten der ,,alten* Tiere D14 entsprechen denen in Abb. 11.
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6 Diskussion

6.1. Vergleichsfirbung zwischen Dereg- und BL6-Tieren im zeitlichen Ver-

lauf

Die Auswirkung einer Treg-Depletion auf die Apoptosedichte ausgewihlter Leukozytenpopu-
lationen in der murinen Milz nach induziertem Schlaganfall wurde fiir die ,,jungen® Tiere im
Alter von 3 Monaten untersucht. Fiir die Zeitspanne von Tag 1 bis 5 zeigte sich, dass die apopto-
tische Dichte im zeitlichen Verlauf fiir die Dereg-Tiere relativ konstant bleibt (siche Apoptose-
dichte ausgewihlter Lymphozytenpopulationen5.2.1), wihrend diese in den BL6-Tieren stirker
variiert. Dieses Resultat scheint nicht methodisch begriindet zu sein, da Selbiges auch in ande-

ren Arbeiten fiir die CD3" beobachtet wurde (Ickler, 2015).

Zudem zeigte sich ein starker Anstieg in der Apoptosedichte der BL6-Tiere, der sich sehr sig-
nifikant von der in Dereg-Tieren unterscheidet, was in vorliegender Arbeit fiir die CD3*/CD8"
an D1 gezeigt wird (siche Anhang, Abb. Al). Eine Zunahme der Apoptose konnte auch von
Liesz und Prass im Zeitraum von 12 bis 24 Stunden nach Schlaganfall beobachtet werden (Liesz
et al., 2009 a; Prass et al., 2003). Dieser Zeitraum wurde mit dem hier verwendeten Protokoll

nicht erfasst.

Auf den starken Anstieg der Apoptose an Tag 1 folgt eine Abnahme, wobei sich die Werte
denen der Dereg-Tiere anndhern. In diesem Punkt unterscheiden sich die hier beschriebenen
Ergebnisse von denen Offners, der nach 22 Stunden einen leichten, nach 96 Stunden jedoch ei-

nen starken Anstieg beobachtete (Offner et al., 2006 b).

Der sehr signifikante Anstieg in der Apoptose von CD3*/CD4" in BL6-Tieren einen Tag nach
Infarkt (siche Anhang, Abb. A1), kdnnte mit einem quantitativen Anstieg dieser Population im
Zusammenhang stehen, da ein Anstieg von CD3*/CD4" mit dem Vorhandensein von Tregs ver-
bunden zu sein scheint. Dies belegen Ergebnisse aus Experimenten zum adoptiven Transfer von
Tregs, die einen quantitativen Anstieg von CD3*/CD4" zeigen (Li et al., 2013 b). Die von Li
beobachtete Zunahme auch von CD3*/CD8" lieB3 sich in vorliegender Arbeit jedoch nicht be-

statigen.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch Untersuchungen an Tag 7 und 14 nach Infarkt durch-

gefiihrt, mit dem Ziel, auch langfristige Auswirkungen einer Depletion zu erfassen. Es zeigt
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sich fiir die BL6-Tiere eine leichte Zunahme in der Apoptosedichte der untersuchten Leukozy-

tenpopulationen, wihrend diese in den Dereg-Tieren nahezu unveridndert bleibt (Abb. 10).

Zusammenfassend lésst sich zu allen betrachteten Zeitpunkten feststellen, dass in der Summe
die apoptotische Dichte der beriicksichtigten Leukozytenpopulationen in den BL6-Tieren stets
hoher ist, als die der Dereg-Tiere (sieche 5.2.1, 5.3.1). Diese Beobachtung fiihrt zur Hypothese,
dass Tregs einen Beitrag zur Induktion der Apoptose in der Milz leisten und damit immunsupp-
ressive Wirkung haben. Unter der Annahme, dass die Reaktion des Immunsystems nach einem
Infarkt von der Peripherie ausgeht (Zierath et al., 2013), l4sst sich ebenfalls vermuten, dass die
Tregs durch Verminderung der Immunreaktion das Outcome nach einem Schlaganfall verbes-

sern konnen.

Die Betrachtung des spiten Zeitpunktes D14 macht es notwendig, sich mit dem experimentellen
Modell der Treg Zell Depletion, das in dieser Arbeit Anwendung findet, auseinanderzusetzen:
Es handelt sich nur um eine transiente und keine dauerhafte Depletion. In der Literatur finden
sich Hinweise, dass sich 21 Tage nach Treg-Depletion der Treg-Anteil wieder normalisiert hat
und dem der Kontrolltiere entspricht (Kleinschnitz et al., 2013). Diese Befunde sind bei der
Einschitzung der Ergebnisse der D14-Tiere zu beriicksichtigen, die von diesem Effekt beein-
flusst sein konnten und dessen Ausmal fiir unsere Versuchsbedingungen nicht bestimmt wor-

den ist.

Methodisch ebenfalls bedeutsam ist die jeweils angewandte Variante zur Bestimmung der
apoptotischen Dichte: Offner nutzt zur Berechnung der Dichte das gesamte Milzvolumen (Off-
ner et al., 2006 b, 2009). In dieser Arbeit sowie der von J. Ickler wird ausschlieBlich die von der
jeweiligen Leukozytenpopulation bedeckte Fliche als Berechnungsgrundlage herangezogen
(Ickler, 2015). Die Bestimmung der apoptotischen Dichte wurde dadurch erschwert, dass ein-
zelne auszuwertende Schnitte leichte Defekte an den Réndern aufwiesen, was zu Ungenauig-
keiten bei der Abschiatzung der Milzgrenzen fiihrt. Auch gilt es zu beriicksichtigen, dass die
Leukozytencluster nicht homogen in der Milz verteilt vorliegen, sondern in den Randregionen
nur vereinzelt aufzufinden sind. Um die Vergleichbarkeit zu erhohen, wurden fiir die Experi-
mente dieser Arbeit Schnitte dhnlicher Tiefe verwendet. Des Weiteren betrachtet Offner die
Apoptosedichte aller Leukozyten, wohingegen hier die Dichte differenziert wurde. Dies ist bei
der Bewertung der Ergebnisse zu beriicksichtigen und macht deutlich, dass die Ergebnisse von

Offner nicht direkt mit denen von J. Ickler und denen der vorliegenden Arbeit vergleichbar sind.
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Zu beachten ist weiterhin, dass sich die Darstellungsmethoden apoptotischer Zellen unterschei-
den: Bei der Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)-Analyse erfolgt die Darstellung mittels
Annexin Vund Propidium-lodid, was es ermoglicht, sowohl frithe V/PI—-, als auch spite V/PI+-
Stadien der Apoptose zu detektieren (Kleinschnitz et al., 2013). Die hier Anwendung findende
TUNEL-Féarbung (Kyrylkova et al., 2012, Herstellerprotokoll des In Situ Cell Detection Kit
TMRred version 11, Roche) erfasst dagegen hauptsdchlich spét-apoptotische Zellen. Dies
konnte zu einer vergleichsweise geringeren Anzahl detektierter apoptotischer Zellen in dem hier

verwendeten Protokoll fiihren.

6.2. Zusammenhang zwischen Apoptosedichte und Infarktvolumen

In Vorarbeiten konnte eine Korrelation von hoher Apoptosedichte und Infarktvolumen bei der
CD3*/TUNEL-Farbung fiir die Dereg-Tiere festgestellt werden (Ickler, 2015). Dieser Zusam-
menhang lésst sich auch in den hier gewonnenen Ergebnissen erkennen: Signifikanzen finden
sich im zeitlichen Verlauf fiir Dereg-Tiere an D5 in der Apoptose von Ly6G*™- und CD11¢c*-
Zellen (Abb. 9). Im zeitlichen Verlauf zeigt sich besonders zu spéteren Zeitpunkten eine Kor-
relation zwischen einem initial hohen Schlaganfallvolumen und hohen Apoptosewerten. Alle

weiteren explorativen Analysen ergaben jedoch keine signifikanten Zusammenhénge.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Ausmal} des Infarktvolumens bei Abwesenheit der Tregs
starker mit der Apoptose einiger Lymphozytenpopulationen korreliert und dieser Zusammen-
hang im spéteren Verlauf an Bedeutung zunimmt. Dies lédsst die Vermutung zu, dass die Tregs
eine modulierende Funktion haben, die diese Unterschiede abschwécht und besonders fiir die

langfristige Genesung bedeutsam sind.

6.3. Zusammenhang zwischen der Apoptoserate und Milzvolumen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Apoptosedichte der Leukozytenpopulationen auf einen Zu-
sammenhang mit der MilzgroBe untersucht. Die gewonnenen Ergebnisse lassen kaum eine Kor-
relation zwischen Apoptosedichte und Milzvolumen erkennen. AusschlieBlich fiir die ,,jungen®

BL6-Tiere in der CD11c*-Farbung lédsst sich eine Signifikanz nachweisen (Abb. 15).

Das Schlaganfallvolumen korreliert mit dem Milzvolumen (Vendrame et al., 2006). Aullerdem
wurde unter Kapitel 6.2 ein mdglicher Zusammenhang zwischen Infarktvolumen und Apoptose

aufgezeigt. Dieser Zusammenhang steht jedoch in der Literatur zur Diskussion, wo auch eine
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zweiphasige Reaktion der Milz beschrieben wird: Auf eine Verkleinerungs- (Offner et al.,
2006 b) folgt eine Expansionsphase (Sahota et al., 2012). Wenn die untersuchten Milzen sich
aufgrund unterschiedlicher Infarktvolumina bei der Auswertung in unterschiedlichen Phasen
befinden, wiirde dies eine Erklarung fiir den in vorliegender Arbeit nicht zu erkennenden Zu-

sammenhang von Apoptosedichte und Milzvolumen darstellen.

6.4. Unterschiede in der Apoptose von Dereg- und BL6-Tieren bei ,,alten*

und ,,jungen* Méusen

Da der Schlaganfall im Alter an klinischer Relevanz gewinnt, wird in dieser Arbeit untersucht,
ob sich die Apoptose der Leukozytenpopulationen nach Infarkt altersbedingt unterscheidet und

ob sich die fiir ,,junge* Tiere generierten Ergebnisse auf ,,alte” Tiere {ibertragen lassen.

Die Untersuchung zeigte, dass eine hohere Apoptose und Varianz von BL6-Tieren im Vergleich
zu Dereg-Tieren (was fiir die ,,jungen‘ Tiere unter Kapitel 5.2 gezeigt wurde), auch in den ein-
jéhrigen, ,,alten* Tieren evident ist (siche Anhang, Abb. A2). Jedoch sind leichte Unterschiede
in der Verteilung ersichtlich: Die Apoptosedichte ist bei ,,alten” Tieren insgesamt hoher und die

Varianz ist stiarker ausgeprigt als bei ,,jungen* Tieren (Abb. 13).

Die Korrelation zwischen Schlaganfallvolumen und Apoptosedichte ausgewéhlter Leukozyten-
populationen ist fiir ,,alte” Tiere offensichtlicher: Es zeigt sich ein Zusammenhang bei den ,,al-
ten” Tieren D7, Dereg, CD11c" und eine sehr signifikante Korrelation in D14, BL6 bei
CD3*/CD8" (Abb. 11). Dieses Ergebnis passt zu der beschriebenen Zunahme von Tregs im Al-
ter (Dotson et al., 2014) und ihren unverénderten Eigenschaften nach einem Infarkt, was sowohl
fiir murine als auch fiir humane Tregs nachgewiesen wurde (Hug et al., 2011; Yan et al., 2012).
Zudem scheint die Schwere des Infarkts keinen Einfluss auf die Apoptose humaner Tregs zu

haben (Yan et al., 2012).

Die deutlicheren Zusammenhénge zwischen Infarktvolumen und Apoptosedichte sowie die ver-
starkten Effekte bei vorhandenen Tregs im Alter unterstiitzen die in ,,jungen® Tieren erzielten
Ergebnisse, wobei feine Unterschiede in der Verteilung auf die Zellpopulationen bestehen.
Diese Ergebnisse sind bei der Bewertung von Treg-Daten ,,junger* Tiere zu beriicksichtigen
und machen eventuell auch kleine Unterschiede relevant, die es dann in ,,alten Tieren zu iiber-

priifen gilt.
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6.5. Limitationen der Arbeit

Die Ergebnisse dieser Arbeit beruhen auf Untersuchungen an kleinen Tierzahlen, die je nach
Versuch bei 4 oder 5 lagen (siehe Kapitel 5.2). Eine Erhohung der Tierzahl wére in Anbetracht
der hohen Varianz in BL6-Tieren sinnvoll und konnte weitere Zusammenhange und Korrelati-

onen erkennen lassen.

Von Interesse konnte auch die Erweiterung der Gruppe ,,alter Tiere sein, zeigt diese doch stir-

kere Effekte.

Es musste zudem eine Auswahl der zu untersuchenden Leukozytenpopulationen getroffen wer-

den, wodurch mdglicherweise nicht alle Effekte erfasst wurden.

6.6. Ausblick

Die in dieser Arbeit festgestellten Unterschiede in BL6- und Dereg-Tieren gilt es weiter zu
untersuchen. Die Effekte einer Depletion in ,,alten” Tieren sind eindeutiger, was hilfreich bei
der Ergriindung ihrer Funktion und Rolle nach einem Schlaganfall sein konnte. Auch wenn die
Ubertragung von tierexperimentell erzeugten Befunden auf den Menschen mit gréBter Vorsicht
erfolgen muss, konnte der im Alter zunehmende Einfluss der Tregs auch fiir Menschen zutref-
fen. Parallelen zu Anzahl und altersbedingtem Verhalten von murinen und humanen Tregs wur-

den bereits in anderen Arbeiten untersucht (Hug et al., 2011; Yan et al., 2012).

Da die Privalenz von Schlaganféllen besonders im Alter zunimmt, wiirde dies die Forschung
an ,,alten* Miusen nahelegen. Interessant wire auch die Untersuchung der Treg-Depletion auf
andere Teile des Immunsystems, um weitere Erkenntnisse zur Treg-Funktion nach einem

Schlaganfall zu generieren.

Von klinischer Relevanz diirfte auch die nihere Untersuchung der geschlechtsspezifischen Un-
terschiede sein. Im Menschen konnen Unterschiede in der Reaktion auf einen Schlaganfall zwi-
schen Ménnern und Frauen beobachtet werden, wobei der Outcome bei den untersuchten Frauen
wesentlich schlechter ist als der der Ménner (Di Carlo ef al., 2003). Ein moglicher Erklarungs-
ansatz stellt der quantitative und funktionelle Unterschied der Tregs dar (Yan et al., 2012). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Splenektomie die geschlechtsspezifischen Differen-
zen reduziert: Bei ménnlichen Tieren fiihrt der Eingriff zu einer Reduktion des Schlaganfallvo-
lumens auf das niedrigere Niveau der weiblichen Tiere. In weiblichen Tieren dagegen konnte

kein Effekt einer Milzentfernung nachgewiesen werden (Yan ef al., 2012). Allerdings wurde
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eine hohere Anzahl peripherer CD4*-Zellen und peripherer Tregs in weiblichen Tieren ermittelt
(Dotson et al., 2014). Dies ldsst die Vermutung zu, dass mithilfe von Experimenten zur Treg-
Depletion weitere Informationen zur geschlechtsspezifischen Immunantwort gewonnen werden

konnen (Dotson et al., 2015).

Weitere Untersuchungen zeigen auerdem, dass es viele langfristige immunologische Folgen
eines Schlaganfalls gibt, die durch Tregs vermittelt sind. Diese gehen aber iiber den in vorlie-
gender Arbeit untersuchten Zeitraum hinaus (Stubbe, 2013). Dies impliziert, dass Experimente
iiber eine ldngere Zeitspanne relevante Erkenntnisse erbringen konnten, die der weiteren Auf-
klarung der Treg-Funktion dienlich wéren. Ein besseres Verstindnis konnte helfen, gezieltere

Therapieoptionen zu entwickeln, um den Outcome bei Schlaganfallpatienten zu verbessern.
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7 Zusammenfassung

Bei Verschluss einer Zerebralarterie kommt es zu einer lokalen Minderdurchblutung und folg-
lich zum Absterben von Gewebe der betroffenen Region sowie zur Induktion einer lokalen In-
flammation. Diese Reaktion am Patienten kann auch beim experimentellen Verschluss mittels

tMCAO (transiente Middle Cerebral Artery Occlusion) beobachtet werden.

Die Auswirkung des Schlaganfalls betrifft nicht ausschlieBlich das Hirngewebe, sondern fiihrt
auch zu einer Immunsuppression in der Peripherie: Es kommt zu Lymphozytopenie, erhdhter

Apoptose der Splenozyten und zu einer Atrophie lymphatischer Organe, wie z. B. der Milz.

Die immunologischen Folgen des Schlaganfalls und speziell die Funktionen verschiedener Leu-
kozytenpopulationen stehen im Fokus aktueller Forschungen. Die Rolle der Tregs, besonders
mit fortschreitendem Alter, ist bisher nicht eindeutig gekldrt und wurde daher in der vorliegen-

den Arbeit ndher untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden FoxP3*-Treg-depletierte Tiere (Deregs) mit C57BL/6 (BL6)
naiven und schlaganfallinduzierten Tiere verglichen. Untersucht wurde die apoptotische Dichte
(Anzahl apoptotischer Leukozyten einer Population pro mm? von dieser Population bedeckter
Flache) von ausgewéhlten Lymphozytenpopulationen: CD3*/CD4*, CD3*/CD8*, Ly6G" und
CDl1l1c". Die Untersuchung erfolgt im folgenden Design: 1) Entwicklung der Apoptose im zeit-
lichen Verlauf 1 bis 7 Tage bzw. 7 bis14 Tage nach Infarkt. Diese Untersuchung ergab einen
Trend zu hoherer Apoptose und Varianz in BL6-Tieren sowie Signifikanzen fiir einzelne Popu-
lationen und Zeitpunkte. 2) Es wurden die Unterschiede zwischen ,,jungen‘ und ,,alten* Tieren
untersucht, wobei sich die in ,,jungen* Tieren beobachtete Tendenz zu héherer Apoptose und
Varianz in BL6-Tieren stirker zeigte. 3) Des Weiteren wurde der Zusammenhang von Apopto-
sedichte und Schlaganfallvolumen untersucht. Dabei konnten vereinzelt Korrelationen zwi-
schen hoher Apoptose und Infarktgro3e ermittelt werden, die in den ,,alten* Tieren starker aus-
geprigt sind. Die Korrelationen traten sowohl in BL6- als auch in Dereg-Tieren auf. 4) Die
Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen apoptotischer Dichte und Milzvolumen erga-
ben ausschlieBlich fiir die CD11c"-Féarbung der ,,jungen” BL6-Tiere eine Korrelation. Einige

Effekte und Trends gilt es noch mit groBerer Tierzahl zu liberpriifen.
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Abbildung A1: Apoptotische Dichte: Dereg- vs. BL6-Tiere (naiv, D1, D3, D5)

Erlduterung: Untersuchte Firbungen sind Ly6G'/TUNEL-, CDI11¢"/TUNEL-, CD3*/CD8”TUNEL- und
CD3*/CD4"/TUNEL-Farbungen fiir naive (weil), Dereg- (rot) und BL6-Tiere (schwarz). Es wurden zu jedem
Zeitpunkt und jeder Gruppe (Tag 1, 3 und 5) Farbungen von jeweils fiinf Tieren (Ausnahme BL6, Tag 5: n=4)
der histologischen Gruppe ausgewertet. Fiir die unterschiedlichen Farbungen wurden Milzschnitte derselben Tiere
verwendet. Eine Normalverteilung wird angenommen. Angegeben ist aulerdem der Durchschnitt (mean) mit Stan-
dardfehler (Standard error of the mean = SEM). Die Darstellung veranschaulicht den Vergleich zwischen BL6-
und Dereg-Tieren im zeitlichen Verlauf. Mittels One-Way-ANOVA ergeben sich hochsignifikante Unterschiede
zwischen naiven und BL6-Tieren an Tag 1 bei der CD3"/CD4"/TUNEL-Férbung mit einem p-Value von 0,001
sowie zwischen Dereg- und BL6-Tieren an Tag 1 bei der CD3*/CD8*/TUNEL-Férbung mit einem p-Value von
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Abbildung A2: Korrelation von apoptotischer Dichte und Schlaganfallvolumen: Dereg- vs. BL6-Tiere (,,alte*
Tiere, D7, D14)

Erliuterung: Werte der apoptotischen Dichte der Ly6G*/TUNEL-, CD11¢*/TUNEL-, CD3*/CD8”TUNEL- und
CD3*/CD4"/TUNEL-Farbungen fiir Dereg- (rot) und BL6-Tiere (schwarz) sieben Tage nach Infarkt. Fiir D7, BL6
& D14, Dereg gilt n=5; fiir D7, Dereg & D14, BL6: n=4. Es kamen fiinf BL6- und vier Dereg-Tiere zur Aus-
wertung. Fiir die unterschiedlichen Farbungen wurden Milzschnitte derselben Tiere verwendet. Eine Normalver-
teilung wird angenommen. Angegeben ist aulerdem der Durchschnitt (mean) mit dem Standardfehler (Standard
error of the mean = SEM). Die Untersuchung mittels One-Way-ANOVA ergab keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung A3: Apoptotische Dichte: Dereg- vs. BL6-Tiere (,,alte und ,,junge* Tiere, D14)

Erlduterung: Untersucht wurden Ly6G*/TUNEL-, CD11¢*/TUNEL-, CD3*/CD8"TUNEL- und CD3*/CD4"/TU-
NEL-Férbungen fiir Dereg- (rot) und BL6-Tiere (schwarz) 14 Tage nach Infarkt. Unterschieden wurden ,,junge®
(J: weifle Punkte mit farbiger Umrandung) von ,,alten® Tieren (A: gefiillte Punkte). Es kamen je fiinf Tiere zur
Auswertung (Ausnahme ,,alte” D14 BL6: n=4). Fiir die unterschiedlichen Farbungen wurden Milzschnitte der-
selben Tiere verwendet. Eine Normalverteilung wird angenommen. Ein Datenpunkt bildet die durchschnittliche
apoptotische Dichte ab, die fiir zwei Milzschnitte eines Tieres und deren Mittel aus je acht Clustern ermittelt
wurde. Angegeben ist aulerdem der Durchschnitt (mean) mit dem Standardfehler (Standard error of the mean =
SEM). Die Untersuchung mittels One-Way-ANOVA ergab keine signifikanten Unterschiede.
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