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1 Einleitung

1.1 Theoretische Vorbetrachtungen

Im Folgenden werden die konzeptionellen und immunologischen Grundlagen der
tierexperimentellen Untersuchungen nach Schlaganfall dargestellt. Ein besonderes
Augenmerk gilt der dem Schlaganfall folgenden Immundefizienz und der daraus
resultierenden Gefahr fur Infektionen. Als systemisch fulminanter Verlauf findet die
Sepsis besondere Beachtung. Kern dieser Untersuchung war es, zu uberprufen, ob
eine Modulation des Endocannabinoidsystems die Immundefizienz nach Schlaganfall

beeinflussen kann.

1.1.1 Schlaganfall - Definition

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schatzt, dass ca. 5,5 Millionen
Todesfalle jahrlich durch Schlaganfallereignisse auftreten, wobei in der Vergangenheit
eine Abnahme der Mortalitat beobachtet werden konnte (1, 2). Trotzdem stirbt ca. ein
Drittel der Erkrankten an den unmittelbaren Folgen eines Schlaganfalls (3, 4). Im Jahr
2010 zeigte sich eine weltweite Pravalenz von 33 Millionen Betroffenen mit einer
Inzidenz von 16,9 Millionen (3, 5). Durch fortschreitende demografische
Veranderungen bei zunehmender Lebenserwartung wird prognostiziert, dass die

Inzidenz im Jahre 2030 auf 23 Millionen Erkrankte deutlich ansteigen wird (5).

Der Schlaganfall ist ein medizinischer Notfall (6—8) und wird synonym
Gehirnschlag, Apoplexie, Insult, Stroke, Infarkt oder umgangssprachlich ,Schlag”
genannt (9). Infolge eines Verschlusses von gehirnversorgenden Gefalien
(ischamischer Schlaganfall) oder einer Gehirnblutung (hdmorrhagischer Schlaganfall)
kommt es ,schlagartig® zu einer Unterbrechung der Sauerstoffversorgung der
Gehirnzellen im betroffenen Stromgebiet (10). Die Folgen kdnnen von lokal begrenzten
Ausfallerscheinungen - wie Lahmungen, Sensibilitatsstorungen, sowie Funktions-
stérungen - wie Gleichgewichts-, Koordinations-, Sprach- und Sprechstérungen,
Veranderungen der Vigilanz, bis zum Tod reichen (6, 10, 11). Die Schwere dieser
Symptome ist von der Lokalisation und Ausdehnung der Durchblutungsstorung
abhangig und tritt subakut bis perakut in Erscheinung (6, 7). Bei einem zeitlich
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limitierten Auftreten von neurologischen Defiziten < 1h, wird per definitionem von einer
Transitorischen Ischamischen Attacke (TIA) gesprochen; persistierende Ausfalle sind
das klinische Korrelat einer manifesten Schadigung. Das Ausmal} des Zelluntergangs
und der Erfolg einer Fruhrehabilitation wird anhand von Assessments, wie dem NIHSS
(National Institutes of Health Stroke Scale) objektiviert und hierdurch therapeutische
Konsequenzen und weitergehende Untersuchungen individuell abgewogen (12). Um
den bleibenden Schaden bei den Betroffenen zu minimieren, haben sich in den
Industrienationen spezialisierte Schlaganfallstationen (Stroke-Units) und vereinzelt
mobile Schlaganfall-Einheiten (Mobile Stroke Units) etabliert (8, 13). Trotz
verbesserter Diagnostik und Frahrehabilitation ist nicht von der Hand zu weisen, dass
die Zahl der Langzeitbehinderungen aufgrund der unmittelbaren Folgen dieses
Krankheitsbildes ansteigt. Neben Komplikationen wie Fieber, Thrombose, Schmerzen,
Dysphagie, Inkontinenz und Depressionen sind Infektionen prognosebestimmend fur
das Ergebnis der Rehabilitation und bedingen zusatzliche 6konomische Belastungen

durch prolongierte Klinikaufenthalte (14, 15).

1.1.2 Pathogenese des ischamischen Schlaganfalls

Der ischamische Schlaganfall kann in seiner Atiologie thromboembolisch,
hamodynamisch oder mikroangiopathisch bedingt sein. Etwa 60% der ischamischen
Schlaganfalle beruhen auf einer atherosklerotischen Grunderkrankung mit
Verschlissen durch arterio-arterielle Embolien. Zu den Risikofaktoren werden u.a.
Hypertonie, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus und Nikotinmissbrauch gezahit (16).
Kardiale Embolien sind gehauft bei Vorhofflimmern anzutreffen. Im Vergleich dazu sind
hamodynamisch bedingte Ursachen durch héhergradige Stenosen oder Verschlisse
der hirnversorgenden Gefalie seltener. Ebenfalls kann es im Rahmen von erhéhtem
Blutdruck und Blutzucker zu mikroangiopathischen Verschlissen kommen.
Entzundungen, Dysplasien und Dissektionen zahlen zu den selteneren Ursachen

eines ischamischen Infarktes (17).

Die Ischamie - ,das Zurtckhalten von Blut® - bedingt eine Unterversorgung mit
Energiesubstraten und Sauerstoff fir das betroffene Nervengewebe. Neben den
Mikroglia, Astrozyten, Oligodendrozyten und Perizyten sind speziell die Neurone auf
die kontinuierliche Versorgung mit Glukose und Sauerstoff angewiesen, da diese ihre
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Energie zum grof3ten Teil Uber aerobe Glykolyse bilden. Bei Unterbrechung der
Sauerstoffzufuhr ist die Zelle jedoch in der Lage, Uber anaerobe Glykolyse und
Milchsauregarung die Energiebildung, jedoch mit deutlichen Einbufden im
Energieertrag, zunachst noch aufrecht zu erhalten (18). Neuronale Zellen besitzen,
wie viele Zellen des menschlichen Korpers, einen Struktur- und Funktionsstoffwechsel.
Kommt es zu einer Ischamie, wird der Energieverbrauch im betroffenen Areal
heruntergefahren, wobei die Zelle vom Funktions- in den reversiblen
Strukturstoffwechsel Ubergeht. Die komplette Unterbrechung der Durchblutung kann
nur kurzzeitig von den Neuronen toleriert werden. Bereits nach einer Minute sind die
Sauerstoff- und nach etwa 34 Minuten die Glukosereserven der Zellen der grauen
Substanz verbraucht (18). Eine noch langer anhaltende Ischamie, die sogenannte
kritische Ischamie, Ubersteigt die Infarktschwelle der Zellen und flhrt zu Zellnekrosen
im Kern des Infarktgebietes. Durch die betroffenen Zellen wird als Konsequenz
vermehrt Glutamat in den synaptischen Spalt freigesetzt. Uber die Glutamatrezeptoren
AMPA und NMDA kann es hierdurch zu einem dauerhaften Anstieg der
Kalziumkonzentration in den postsynaptischen Zellen kommen. So aktivierte
Phospholipasen, Endonukleasen und Proteasen schadigen Zellstrukturen und kdnnen
damit die Apoptose der Zellen bedingen und zu einer VergroRerung des
Infarktgebietes beitragen (19-22). Es kommt zu einer ausgepragten sterilen
Entzundungsreaktion. Die Bewertung dieser akuten immunologischen Reaktion ist
nicht abschlieRend geklart, jedoch wird die Freisetzung von Zytokinen und das
Einwandern von Leukozyten eher als Abraum-, und Reparaturreaktion betrachtet und

tragt nicht zum akuten zerebralen Schaden bei (23).

1.1.3 Infektion als Komplikation nach Schlaganfall

Mehr als 40% der Schlaganfallpatienten sterben in der Akutphase der
Erkrankung. Hierbei erliegen circa zwei Drittel der Erkrankten den unmittelbaren
Folgen des Schlaganfalls oder werden mit deutlichen Behinderungen entlassen. Bei
einem Drittel sind der Behandlungserfolg und die Prognose u.a. aufgrund von
Gehirnschwellungen und Infektionen deutlich eingeschrankt (24). Die Infektion als
Komplikation tritt bei 23% - 63% der Patienten nach Schlaganfall auf (25-29). Neben
der Harnwegsinfektion ist insbesondere die Pneumonie eine wichtige Komplikation,
wobei beide mit einer erhdhten Mortalitat einhergehen (30-33).
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Harnwegsinfekte (HWI) werden bei etwa 10% der Schlaganfallpatienten
diagnostiziert, da es in der Akutphase der Erkrankung haufig zu Urinretention kommt.
Einmal-, oder Dauerkatheterisierung ist eine haufige Ursache dafur, dass Patienten
eine Harnwegsinfektion entwickeln (33). Eine praventive antibiotische Behandlung

wird nicht empfohlen, um die Bildung resistenter Bakterienstdmme zu vermeiden (8).

Die Entwicklung einer Aspirationspneumonie nach Schlaganfall wird durch das
Alter des Patienten, das Ausmal® des Schlaganfalls, Immobilisation, mangelnde
Mundhygiene, Dysphagie mit Sekretverhalt, einen abgeschwachten Hustenreflex und
Vigilanzminderung begunstigt (8). Eine Aspirationsneigung kann bei bis zu 50 % der
Patienten wahrend der ersten Krankheitstage nachgewiesen werden (34). Bei
Verdacht auf Schluckstorungen erhalten Patienten ein Dysphagie-Screening und
werden bei Malnutrition mit einer Nasogastralsonde oder im Verlauf mit einer
perkutanen endoskopischen Gastrostomie (PEG) ernahrt. Pflegerisch und
physiotherapeutisch kann der Patient mit guter Mundpflege, gehauftem Umlagern und

Atemgymnastik unterstutzt werden (8).

Seit den siebziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts wird der Schlaganfall
mit Immundefizienz in Verbindung gebracht (35), welche neben den genannten
funktionellen Einschrankungen mittlerweile als essentielle Ursache flur Infektionen
nach einem akuten Schlaganfall angesehen wird (36). Hierbei konnte in einer Arbeit
das stroke-induced immunodepression syndrome (SIDS) (37) als pathognomonischer
Faktor zur Ausbildung einer Pneumonie von der Dysphagie abgegrenzt werden (38).
In einer tierexperimentellen Studie flhrten bereits 200 intranasal inokulierte
koloniebildende Einheiten von Streptococcus pneumoniae zu schweren Pneumonien
unter Schlaganfall. Kontrolltiere bendtigten die 1000-fach héhere Menge, um an einer
Lungenentzindung zu erkranken (39). Des Weiteren konnte eine andere Studie
zeigen, dass mehr als 95% untersuchter Versuchstiere nach Schlaganfall ein
Wachstum von E.coli in der Blutkultur und signifikante Bakterienzahlen in der Lunge

24 Stunden nach einem ischamischen Schlaganfall aufwiesen (40).

Zur Verhinderung von Infektionen nach Schlaganfall wurden prophylaktische
Gaben der Antibiotika Levofloxacin, Moxifloxacin und Mezlocillin/Sulbactam gepruft
(41-43). Es konnten jedoch bisher keine zufriedenstellenden Ergebnisse zur
Empfehlung einer Prophylaxe bei akutem Schlaganfall erzielt werden (8).
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1.1.4 Entzundung, SIRS und Sepsis

Die Entzindungsreaktion nach einer Infektion mit Mikroorganismen ist ein
komplexer Prozess aus Aktivierung des Immunsystems, Veranderung des
Metabolismus und Stérungen der Gerinnung und Durchblutung. Nachdem die
physikalisch-chemische Barriere (z.B. Haut, Schleimhaut) als erster Schutzschild des
Organismus Uberwunden wurde, wird der humorale und zellulare Anteil des
Immunsystems aktiviert. Hierbei lasst sich das Immunsystem weiter unterteilen in
einen jeweils unspezifischen, angeborenen und einen spezifischen, erworbenen Anteil
(44, 45).

Der phylogenetisch altere Teil, die unspezifische Abwehr, kann Pathogene - wie
Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten - aber auch beschadigtes Gewebe schnell
detektieren, eine Entzindungsreaktion auslosen, diese lokal begrenzen und die
Gewebeheilung starten. Die Zellen dieses Teils der Abwehr sind Monozyten und
Makrophagen, Granulozyten, natlrliche Killerzellen, dendritische Zellen und
Mastzellen. Sie erkennen Uber fest in der Keimbahn  kodierte
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors - PRR) pathogene
Bestandteile, sogenannten pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-
associated molecular pattern - PAMP). So werden PAMPs, wie Endotoxin
(syn.: Lipopolysaccharid - LPS), Exotoxine und bakterielle RNA, durch PRRs wie z.B.
Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder NOD-like-Rezeptoren (NLR) erkannt. Die
intrinsischen Signalkaskaden der Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
aktivieren Uber Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor- kB) und AP-1
(activating-protein-1) eine proinflammatorische Immunantwort. Jedoch findet hierzu
simultan die Bildung von antiinflammatorischen Mediatoren statt, um die
Entzindungsreaktion zu begrenzen. Sterile Entzindungsreaktionen nach
Gewebeschaden (z.B. Trauma, Verbrennung oder Ischamie) werden ebenfalls Uber
die Reaktionswege der unspezifischen Immunabwehr erkannt. Hierbei sind Alarmine
(Schaden-assoziiertes molekulares Muster - damage associated molecular pattern,
DAMPs) entscheidend fur die Ausldsung der Entziindungsreaktion (46). Infolge der
Aktvierung der angeborenen Immunantwort werden pro- und antiinflammatorische
Zytokine (u.a. Interleukin-1g - IL1B, -2, -6, -10, -12, -13, GM-CSF,
Tumornekrosefaktor-a - TNF-a, Interferon-y - INF-y), Chemokine (CXCL8 - IL-8, CCL2)
und Zelladhasionsmolekile - u.a. ICAM-1, E-Selektin transkribiert und Histamin,

8
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Arachidonsaure-Derivate (Prostaglandine, Leukotriene), Sauerstoffradikale und
Stickstoffmonoxid freigesetzt. Endokrinologisch wird die Ausschuttung von
Stresshormonen  (u.a. Kortisol und  Katecholaminen) gefordert.  Die
Akut-Phase-Reaktion  unterstutzt die Bildung von Proteinen, um die
Komplement-gestutzte humorale Immunantwort der unspezifischen Abwehr zu
erganzen. Es findet eine Leukozytose statt, prokoagulatorische Faktoren - tissue factor
und PAF (platelet activating factor) - werden gebildet und die Funktion von

antikoagulatorischen Faktoren - Antithrombin, Protein C und S - gehemmt (47).

Die entstandene Entziindung ist klinisch durch lokale Uberwarmung (calor),
Schmerz (dolor), Schwellung (tumor), Rétung (rubor) und Funktionseinschrankung
(fuctio laesa) als syndromaler Komplex ersichtlich. Ziel dieser Reaktion ist es, weitere
Entzindungszellen an dem Ort der Infektion / des Gewebeschadens zu konzentrieren,
um beschadigte Zellen zu beseitigen und um die Gewebeheilung zu initiieren. Hierzu
findet eine mehrstufige Kommunikation der zirkulierenden Immunzellen mit dem
GefalRendothel statt, um zum Ort der Infektion zu gelangen. Zelladhasionsmolekiile,
wie die Immunglobulin-Superfamilie, die Selektine und Integrine auf Gefalkendothelien
und Immunzellen ermoglichen es den Zellen, aus dem flieRenden Blut in das
Interstitium Uberzutreten (Abb. 1.) (48). Die Fliel3geschwindigkeit wird durch

Vasodilatation vermindert, was die Margination von Immunzellen an der endothelialen

Blutbahn
9 Aktivierung 0
. von Integrin
lykoprotein 9 9 Aidoening Migration
durch Endothel
Integrin mit
hoher Affinitat PECAM-1
, : (CD31)
L
et
Selektme 'CAM 1

Prlo't(eo & (Integrin-Ligand)
glykan ®» 4q P /
i q
' Chemokine » Extrazelluldre
Zytokine Matrix
(TNF, IL-1) Makrophage © physiologie.cc ¢ (Fibrin, Fibronektin)

Abb. 1. Die Leukozyten-Extravasation am Beispiel eines neutrophilen Granulozyten (48).
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Gefallwand fordert. Das Heraustreten der Immunzellen - die Extravasation - findet mit

der Bildung von Chemokinen im entztiindeten Gewebe statt.

Zunachst werden u.a. durch den Einfluss von Histamin, TNF-a oder
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) auf den Gefaliendothelien P- und verzogert
E-Selektine exprimiert. Die Selektine adharieren zunachst reversibel mit
Glykoproteinen auf der Oberflache von Neutrophilen und Monozyten - Zellen der
angeborenen, unspezifischen Immunitat. Hierbei Ubertreffen die Scherkrafte des
Blutstroms noch die Bindungskapazitat dieser Verbindung, sodass die Zellen am
Endothel entlangrollen. Mit der Zeit erfahren die auf der Leukozytenoberflache
exprimierten Integrine - LFA-1 (lymphocyte - function associated antigen) und CR3
eine durch Chemokine vermittelte Konformationsanderung zu spezifischen
Chemokinrezeptoren auf den Leukozyten. Somit wird die Bindung zwischen LFA-1 und
CR3 auf Leukozyten und ICAM-1,2 auf Endothelzellen verstarkt, was das Rollen der
Leukozyten verhindert und die Zellen jetzt mit moderater Bindung an der
Endotheloberflache adhéarieren lasst. In der dritten Phase treten die Immunzellen
parazellular oder transzellular (49) durch die Endothelbarriere, wofir neben LFA-1 und
CR3, das Immunglobulin verwandte Molekll - PECAM (CD31) von Bedeutung ist.
PECAM wird auf den Leukozyten und den endothelialen Verbindungsstellen exprimiert
(44). Nachdem die Endothelzellbarriere Uberwunden ist, werden mit enzymatischer
Unterstutzung, Proteine der Extrazellularmatrix der Basalmembran durchbrochen. Mit
dem Uberwinden der Basalmembran wird die Diapedese von der Immunzelle

vollzogen.

Schlielich bewegen sich die Zellen entlang des Chemokingradienten zum Ort
der héchsten Konzentration der Entziindung. Gewebsmakrophagen bilden hierbei das
Chemokin CXCL8 - was zu einer massiven Rekrutierung von Neutrophilen in den
ersten 6 Stunden nach dem Entziindungsereignis flihrt. Monozyten gelangen mit

zeitlicher Verzdgerung ebenfalls zum Ort der Entziindung (44).

Neben dieser ersten schnellen Immunantwort der angeborenen Abwehr wird mit
einer Latenz von ca. 3 Tagen die spezifische, erworbene Immunitat dominierend aktiv.
Durch die Fahigkeit, ein Immungedachtnis auszubilden, wird durch somatische
Rekombination von Genelementen ein fur das Antigen spezifischer T-Zell-Rezeptor
oder B-Zell-Rezeptor ausgebildet. Dies fuhrt bei erneutem Kontakt mit dem Pathogen
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zu einer schnelleren, starkeren und spezifischeren Immunreaktion. Humoral ist die

spezifische Abwehr durch Bildung von Antikorpern gekennzeichnet.

Pankreatitis
Verbrennung

Andere

Trauma

-Virdmie
- Fungémie :
- Parasitamie InfEkUDn

= Andere

[ -SRI

Abb. 2. Systemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS verursacht durch
Entziindungsprozesse wie Infektion / Sepsis und sterilen Gewebeschaden.

Die Orchestrierung der proinflammatorischen und antiinflammatorischen
Immunantwort reguliert die Entziindungsreaktion und flhrt bei balanciertem Ablauf
dazu, dass die Homobostase mit Gewebereparatur und Heilung wiederhergestellt wird
(50). Ubersteigt die lokale Entziindungsreaktion bestimmte, bisher nicht genau
bekannte Grenzen, ist eine generalisierte und dysregulierte Entziindungsreaktion
- Sepsis - moglich. Im septischen Krankheitsbild folgt darauf eine starken Freisetzung
von TNF-a und IL-1, was u.a. zu Fieber, Blutdruckabfall, Leukozytose, Ausschittung
von Stresshormonen, Fibrinolyse, Koagulation, Akut-Phase-Reaktion, einer
gesteigerten Kapillarpermeabilitat und einer gesteigerten Gluconeogenese fuhrt (47).
Infolge der dysregulierten Immunreaktion kommt es zu einer Ausbreitung der
Entzindungsreaktion auf den Organismus. Sowohl Infektions-assoziierte- als auch
nicht-Infektions-assoziierte Entzindungen (Verbrennung, Ischdmie und Trauma)
werden mit dem Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) in Verbindung
gebracht (Abb. 2.) (51).
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Die klinische Definition der Sepsis hat sich in den letzten Jahren stetig
weiterentwickelt. Wurde fruher lediglich der Nachweis von Krankheitserregern im Blut
von Patienten zur Diagnosestellung herangezogen (52), so fanden ab 1991 klinisch
die SIRS-Kriterien Anwendung. Das SIRS umfasst Parameter wie Atem-, und
Herzfrequenz, Temperatur und Leukozytenzahl. Positive SIRS-Kriterien und der
klinische Verdacht oder der mikrobiologische Nachweis stellten die Grundlage zur
Diagnose einer Sepsis dar. Es wurde zwischen Sepsis, schwerer Sepsis und
septischem Schock unterschieden (53). Da gezeigt werden konnte, dass die
Sepsissterblichkeit unabhangig von der Anzahl der SIRS-Kriterien war (54), wurde in
der Sepsis-3 Konsensus-Konferenz 2016 anhand des SOFA-Scores die
Organdysfunktion als zentrales Kriterium zur Diagnose implementiert und die SIRS-
Kriterien verlassen. Demnach wird die Sepsis aktuell als ,lebensbedrohliche
Organdysfunktion, die durch eine fehlgesteuerte Immunreaktion des Wirtes auf eine
Infektion ausgelést wird“ definiert. Somit wird empfohlen, dass im klinischen Alltag
nicht mehr zwischen Sepsis und schwerer Sepsis unterschieden wird, da jede Sepsis

mit einer Organdysfunktion einhergeht (55, 56).

Als schwerwiegendste Komplikation dieses Krankheitsbildes wird das
Multiorganversagen (multiorgan failure - MOF) als Folge progredienter Fehlfunktion
lebenswichtiger Organe (multiorgan dysfunction syndrome - MODS) angesehen.
Infolge von toxisch - ischamischen Einflissen werden dabei Parenchym und
Endothelien geschadigt. Die Schadigung des Endothels flhrt durch Austritt von
Proteinen und Blutplasma (capillary leak) zum Odem. Die Depletion des Blutplasmas,
die Anderung der Hamodynamik, und die Schadigung des Endothels (Virchow-Trias),
mit zusatzlicher Aktivierung des Gerinnungssystems zugunsten der Prokoagulation,
fuhren zu Mikrothrombenbildung in den kapillaren Stromgebieten. Die funktionelle
Kapillardichte (functional capillary density - FCD) ist in der Sepsis folglich vermindert
(57) und fuhrt zur Ischamie der betroffenen Organe (58, 59), was die
Entziindungsreaktion perpetuiert. Eine fulminante Aktivierung des Gerinnungssystems
kann letztendlich in eine lebensbedrohende disseminierte intravasale Gerinnung (DIC)
munden (44).

Fur den Organismus ist es wichtig, Steuerungsmechanismen zu haben, um die
Balance zwischen pro- und antiinflammatorischer Immunantwort herzustellen und
somit die Entziindung (50) so lokal und so begrenzt wie mdglich zu halten. Im Rahmen

einer dysregulierten  Entzundungsreaktion kann die initial vorwiegend
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proinflammatorische Immunantwort in eine Uberwiegend antiinflammatorische
Immunantwort Gbergehen und den Organismus anfalliger fur (weitere) Infektionen
machen (60).

1.1.5 Immundefizienz durch SIRS und Sepsis

Die Begriffe zur Definition der antiinflammatorischen Reaktion des
Immunsystems sind nicht klar voneinander getrennt. Es kdonnen als Ursache die
Immunsuppression und die Immundefizienz unterschieden werden. Die
Immunsuppression - als beabsichtigte Ursache - wird zB. bei
Autoimmunerkrankungen und nach Transplantationen durch die Gabe von
Medikamenten erzeugt (61, 62). Im Gegensatz dazu wird die Immundefizienz - als

nicht-beabsichtigte Ursache - angeboren oder erworben, definiert.

Die angeborene Immundefizienz beschreibt Entwicklungsstérungen der
Immunzellen, Phagozytosedefekte oder den Mangel an Komplementfaktoren. Die
erworbene Immundefizienz entsteht demgegeniber aus den Komplikationen von
Erkrankungen - wie Infektionen (61, 62), Verbrennungen und Mangelernahrung. Die
medikamentos vermittelte Unterdrickung des Immunsystems kann sowohl der
Immunsuppression als auch der erworbenen Immundefizienz zugeordnet werden
(63—65). In der Literatur werden Immunsuppression und Immundefizienz synonym
verwendet, wobei oft den Definitionen nicht zuverlassig gefolgt wird (66-70). In
Anlehnung an die Definition der erworbenen Immundefizienz findet diese flr die
antiinflammatorische Reaktion nach Schlaganfall und Sepsis in dieser Arbeit
Anwendung (63-65).

Das erworbene Wissen zur Immunpathophysiologie der Sepsis wurde in der
Sepsis-3 Konsensus-Konferenz gewtrdigt (56). Sowohl die Fehlregulationen der pro-
als auch die der antiinflammatorischen Reaktion der angeborenen und erworbenen
Immunreaktionen, (72) auf Grundlage der individuellen Immunseneszenz (73), tragen
zum vielgestaltigen klinischen Bild der Sepsis bei. Das durch die antiinflammatorische
Reaktion frih und spat in der Erkrankung ausgebildete Immundefizit (74—77) kann von
einer humoralen und zellularen Fehlregulation (74, 75, 78-82) bis zur ,Immunparalyse®
reichen (73). Betroffene zeigen sich anfalliger flir nosokomiale Infektionen,
opportunistische Erreger und virale Reaktivierungen (83, 84). Auf Grundlage von
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Sepsis mit prolongierter Entzindungsreaktion und erworbenem Immundefizit wurde in
der Vergangenheit das Konzept des Compensatory Anti-inflammatory Response
Syndrome (CARS) erstellt. (60). Ein Teil der Sepsis-Patienten mit persistierender
Organdysfunktion entwickelt im klinischen Sinne eine chronisch kritische Erkrankung
(chronic critical illness - CCl), worunter wiederum ein Teil an einer persistierenden
Entzindung, Immundysfunktion und einem katabolischen Stoffwechsel leidet (Post-
Intensive-Care Syndrome - PICS) (85).

Der veranderte Immunstatus und die damit einhergehende erhdhte Anfalligkeit
gegenuber nosokomialen Infektionen von Patienten auf Intensivstationen mit SIRS und
Sepsis (86-88) konnte anhand von Tiermodellen bestatigt werden (89). Hierbei zeigte
sich in den meisten Modellen mit zwei zeitlich aufeinander folgenden Schadigungen
(two-hit-model) eine erhohte Anfalligkeit gegenuber Infektionen (90, 91). Aufgrund von
epigenetischen und metabolischen Veranderungen erfolgt eine Reprogrammierung
von Immunzellen im erworbenen Immundefizit. Im Frihstadium der Sepsis ist eine
Aktivierung von proinflammatorischen Genen gekennzeichnet durch epigenetische
Veranderungen der Histone bei verandertem Metabolismus (92, 93). Gesteuert
werden diese Veranderungen durch AcetyllCoA und NAD, welche die
Gen-Transkription negativ beeinflussen. Posttranslational sind nicht-codierende RNA
wie microRNA (miRNA) wichtig fur das Ausschalten von Genen und an der
Feinabstimmung der Proteinexpression beteiligt (94, 95). Zum Beispiel weisen
zirkulierende Leukozyten in SIRS / Sepsis einen angepassten und aktivierten, aber

keinen immunsuppressiven Zustand auf (60).

Die antiinflammatorische Reaktion nach SIRS und Sepsis wird somit als
Adaptation an unterschiedliche Kompartimente verstanden (z.B. Blut und Gewebe)
(96) mit der Folge, die Expression von proinflammatorischen Genen zu unterdriicken
und demgegenuber die Expression derjenigen Gene aufrechtzuerhalten, welche flr
die Bekampfung der Entziindung wichtig sind. Neben der Kompartmentspezifitat
wurde durch tierexperimentelle Erkenntnisse im two-hit-model deutlich, dass die
Adaptationsprozesse auch von der Art der ersten und zweiten Schadigung, der
exprimierten Rezeptoren, der intrazellularen Hemmung der Entzindungskaskade und
der veranderten Kommunikation zwischen angeborener und erworbener Immunitat
abhangen (60).
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Neben der initialen systemischen Entzindungsreaktion findet eine Freisetzung
von anti-inflammatorischen Mediatoren, wie soluble tumor necrosis factor receptor -
sTNFR, IL-10, IL-1 Rezeptor Antagonist - IL-1Ra und TGF statt (60). IL-6 unterstitzt
die Freisetzung von IL-10, IL-1-Rezeptor-Antagonist und sTNFR (97, 98). IL-10
deaktiviert Monozyten und vermindert die Expression von HLA-DR-Molekulen auf
deren Oberflache (99-101), wodurch Pathogene ,schlechter® erkannt werden und
hierdurch eine verminderte Opsonierung mit T-Zell Rezeptorproteinen stattfindet. Dies
fuhrt zu einer Storung der von TH-1 und TH-2 vermittelten adaptiven Immunantwort
(102). Neben der Endotoxin-Toleranz konnte die fehlende Wiederherstellung der
HLA-DR-Expression auf Monozyten-Oberflachen als negativer Pradiktor fur den
Verlauf einer Sepsis ausgemacht werden (103-105) und gilt als Indiz fur ein

immunsuppressives Milieu (106—108).

Generell findet in der Entzindungsreaktion bei SIRS / Sepsis eine kontrollierte
Apoptose von Zellen der angeborenen und adaptiven Immunantwort statt, was
protektiv auf den Organismus in der Initialphase der Entzindungsreaktion wirkt.
Experimente konnten jedoch auch zeigen, dass die Inhibition dieses massiven
Zellverlustes der Immunabwehr von Vorteil ist (109). In der Frihphase der Sepsis
gehen vor allem B- und T-Lymphozyten neben Stromazellen und APCs in Apoptose.
Das Komplementsystem verstarkt bei massiver Produktion von C5a die Apoptose der
Immunzellen (110). Die dabei induzierte Lymphopenie ist am besten durch Migration
der Zellen in das Gewebe, vermehrten Zelluntergang und durch verminderte
Nachbildung erklart (80, 111). Die Bildung von Granulozyten und Monozyten wird im
Knochenmark in der Sepsis prioritdr angeregt, wobei auch Granulozyten durch den
Einfluss von TNF, LPS, G-CSF und GM-CSF in Apoptose gehen kénnen. Dieser Effekt
ist durch die Administration von IL-10 umkehrbar (112). Der im Verlauf vermehrte
Zelluntergang von APCs und Monozyten fuhrt zur verminderten Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen (75, 76, 78, 79, 81, 113). Im Gegensatz dazu werden
durch die gesteigerte Granulopoese vermehrt myeloide Suppressorzellen gebildet,
welche mit antiinflammatorischen Zytokinen zum Immundefizit beitragen (74, 114).
Reife und unreife Formen von Neutrophilen bilden vermehrt extrazellulare ,Fallen®
(NET), welche in Verbindung mit klinischer Verschlechterung stehen (115, 116).
Wahrend einer Sepsis wird vermehrt das inhibierende Checkpoint-Protein
- programmed cell death protein 1 (PD-1) auf T-Zellen, APCs und Epithelzellen
gebildet und an den PD1-Rezeptor (PD1-R) gebunden, welcher vor allem auf B- und
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T-Lymphozyten vorkommt (117, 118). Als Folge wird die Leukozytenfunktion gehemmt
und sogar eine Apoptose eingeleitet. Hierdurch werden im Besonderen T- und
B-Lymphozyten vermindert, die Funktion von APC-Zellen eingeschrankt und der
Einfluss von regulatorischen T-Zellen (Treg) gesteigert (74, 79, 119-122). Die
Apoptose generiert somit Uber den Verlust wichtiger Immunzellen, Uber die
Funktionseinschrankung der verbleibenden Zellen, sowie der Bildung von
Vorlauferzellen und deren Zytokinproduktion ein Immundefizit (60). So prasentiert sich
eine gesteigerte Anzahl von nicht ausgereiften Neutrophilen mit geringerer
Phagozytosekapazitat (76). Generell konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen
werden, dass sich die Phagozytosekapazitat und die Bildung von Sauerstoffradikalen

je nach Zeitpunkt vermindert oder erhoht zeigte (123, 124).

Neben diesen funktionellen Alterationen werden Rezeptoren verringert oder
vermehrt exprimiert (125, 126). Neutrophile Granulozyten zeigen eine verminderte
Expression von CXCR2, TNF- und IL-1-Rezeptoren, wobei der IL-10-Rezeptor
vermehrt auf den Oberflachen der Zellen exprimiert wird. Monozyten weisen eine
verminderte Expression von CD14 und HLA-DR auf, wobei TLR4 und tissue factor
gesteigert vorkommen (60). So produzierten die neutrophilen Granulozyten von
Sepsis-Patienten nach LPS-Exposition ex vivo vermindert die Zytokine IL-1f,
IL-1-Rezeptor-Antagonist und IL-8 (127-129). Bei gesunden Probanden, welche
intravends LPS verabreicht bekamen, konnte die eingeschrankte Bildung von
Zytokinen durch Neutrophile in vitro bestatigt werden (130). Fir Monozyten konnte die
eingeschrankte Bildung von proinflammatorischen Zytokinen nach LPS-Gabe in
verschiedenen klinischen Untersuchungen mit Viren, Bakterien, Pilzen, Parasiten an

SIRS- und Sepsispatienten ebenfalls bestatigt werden (60).

LPS-aktivierte Monozyten weisen negative Regulationsmechanismen der
NF-kB-Signalkaskade wahrend einer Sepsis auf (131, 132). Diese Beobachtung an
Monozyten wird als ,Endotoxin-Toleranz“ beschrieben, indem die Signalwege des
TLR4 negativ reguliert werden (60). In diesem Bezug prasentierten sich Unterschiede
in der Untersuchung von Vollblut oder isolierter Monozyten

ex vivo (60).

Endokrinologisch  greift IL-6 in die  Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrindenachse (HHNA) ein (133). Durch Katecholamine wird die
IL-10-Produktion  unterstitzt, wobei  durch  p-Adrenozeptor-Blocker  die
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TNFa-Produktion ansteigt (40, 134). Kortisol und Katecholamine greifen unabhangig
voneinander in den T-Helfer-Zell-Klassenwechsel ein und bewirken so die verminderte
Bildung von TH1- zu einer héheren Produktion von TH2-Zytokinen (135). Die Hormone
unterdricken hierbei die monozytare Produktion von IL-12 und haben direkten Einfluss
auf TH1-Zellen (136, 137).

1.1.6 Immundefizienz nach ischamischem Schlaganfall

Das Immunsystem und das Nervensystem sind bidirektional miteinander
verbunden und tragen damit gemeinsam zur immunologischen Homoostase im
Gesamtorganismus bei (138). Zudem sind neuroendokrinologische
Steuerungsmechanismen flr das Immunsystem und seine Funktion wichtig. Nach
einem Schlaganfall ist das Immunsystem in seinen physiologischen Funktionen
gestort, was bereits nach Stunden zu einem SIDS fluhrt (37, 139, 140). Dieser Zustand
kann mehrere Wochen anhalten (140). Hierbei kommt es zu einer umfassenden
Einschrankung der angeborenen und erworbenen Immunitat. Es wird angenommen,
dass durch das SIDS zwar der sekundare Gehirnschaden begrenzt wird, sich die
Gefahr einer systemischen Infektion jedoch erhdht (40). Bei Schlaganfallpatienten
zeigte sich insbesondere fur die Pneumonie eine erhdhte Mortalitat in der Akutphase
eines Infarktes. Reaktionen auf ZNS-Antigene begrinden den Verdacht auf eine
adaptive-autoimmunologische Reaktion nach Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke

und den Verlust des immunprivilegierten Status des Gehirns (15, 138, 139, 141).

Im Gegensatz zu Postaggressionssyndromen, wie z.B. nach Myokardinfarkt
oder schwerer Sepsis, werden bei einem Hirntrauma mitunter zentrale vegetative
Zentren beschadigt. Hieraus lasst sich eine eigene Entitat der Immundefizienz das
,central nervous system (CNS) injury-induced immune deficiency syndrome (CIDS)*
abgrenzen. Schwab et al. (2005) differenziert das CIDS abhangig vom Ort der
ZNS-Schadigungen (Trauma, Rulckenmarksverletzung und Schlaganfall) (139).
Woiciechowsky et al. (1999) benutzen den Begriff ,zentrales* CARS, um sowohl den
immunologischen Einfluss nach peripherer, als auch zentraler Entzindung zu
beschreiben (142). Der von Dirnagl et al. (2007) verwendete Begriff - SIDS (stroke-
induced immunodepression syndrome) - soll bei dem in dieser Arbeit angewandten

Schlaganfallmodell zur Anwendung kommen (Abb. 3.).
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Infolge der Hirnschadigung wird eine starke neuroendokrine Reaktion,
hauptsachlich vermittelt durch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(HHNA) und den sympathischen Anteil des autonomen Nervensystems (SAN),
ausgebildet (15, 138, 139). Durch das ischamische Nervengewebe kommt es zu einer
sterilen Entzindungsreaktion mit dem Freisetzen von DAMPs, welche durch Mikroglia
Uber PRR (TLR 2 und 4) (143) erkannt werden. Uber die Transkriptionsfaktoren
NF-kB und MAP-Kinase (144) werden die proinflammatorischen Zytokine IL-1p3, IL-6,
TNF-a, Chemokine und Adhasionsmolekule gebildet, um Gewebeheilung und die
Beseitigung von Zelltrimmern zu fordern (145). Zytokine und Neurotransmitter der

ischamischen Lasion erreichen chemosensitive Bereiche, wie den Hypothalamus.

Hier erfolgt die Bildung des Peptidhormons - Corticotropin Releasing Hormon
(CRH) - welches in das hypophysare Pfortadersystem freigegeben wird (146).
Physiologisch erfolgt die Bildung von CRH pulsatil nach einer circadianen Rhythmik;
diese wird geférdert durch Stressoren wie Angst, Schmerzen und Hypoglykamie oder
schwere Erkrankungen, wie Infektion oder Schlaganfall. Das CRH gelangt zur
Adenohypophyse und stimuliert dort die Bildung des adrenocortikotropen Hormons
(ACTH), das wiederum die Bildung von Kortisol durch die Nebennierenrinde fordert
(147).

Neben der stimulierenden Wirkung durch kurzzeitige Verstarkung der Funktion
von T-Lymphozyten und der permissiven Wirkung von Kortisol zur Geweberegulation,
besitzt Kortisol eine suppressive Wirkung, um einer proinflammatorischen
Stressreaktion entgegenzuwirken (133). Ein Schllsselzytokin fur die permissive und
regulatorisch / suppressive Eigenschaft des Kortisols fur die Immunantwort ist der
Makrophagen-Migrationsinhibitionsfaktor (MIF). Bei niedrigen Kortisol-Spiegeln wird
MIF produziert, wodurch die Schwelle der suppressiven Eigenschaft der
Glukokortikoide auf Immunzellen angehoben wird (149).

Unterschiedliche Mechanismen des Kortisols tragen zur Antiinflammation bei:
zum einen wird die Expression von proinflammatorischen Zytokinen - darunter
TNFa, IL-1B3, IL-6, IL-8 und INFy - gehemmt und zum anderen die Expression der
antiinflammatorischen Zytokine - wie z.B. TGFB, IL.-4 und IL-10 - gesteigert. Die
Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen wird somit durch Kortisol beeinflusst
(133, 148). Zudem hindern proinflammatorische Zytokine die =zellulare
Kortisoltransduktion. Bei Inflammation wirkt Kortisol der Migration der Leukozyten Uber

das Endothel ins Interstitium entgegen; es werden vermindert Adhasionsmolekule, wie
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Selektin, exprimiert. Zudem werden weniger Chemokine (IL-5, CCL-2, CCL-5) durch
die Zellen gebildet (110). Die HHNA wird Uber Zytokine und produzierte Hormone
autoregulativ durch einen negativen Feedback-Mechanismus reguliert, wobei die

Sezernierung von Kortisol ansteigt, wenn die Entziindung im Kérper zunimmt.

Ein plotzlich eintretender Schlaganfall kann durch seine Symptome
Angstempfindungen hervorrufen. Das stellt, neben der Schadigung von
Ubergeordneten vegetativen Zentren (z.B. pramotorischer Kortex, Hypothalamus),
einen zusatzlichen Mechanismus zur Aktivierung des SAN dar. Angst als Stressor und
durch den Gewebeuntergang freigesetzte Zytokine fuhren zur Bildung von CRH im
Hypothalamus und der Aktivierung der HHNA (147).

Bei Ruckenmarksverletzungen stellt die Lasionshéhe den Grad der so vom
Autor benannten ,/mmunparalyse” dar, welche durch die unterbrochene sympathische
Innervation der primaren und sekundaren lymphatischen Organe bedingt ist
(139, 149). Die Abgrenzung der speziellen vegetativen Zentren im Gehirn und deren
sympathischer Primarneurone flir den jeweiligen Grad der immunologischen
Schadigung kann derzeit noch nicht bestimmt werden und obliegt weiterer Forschung
(140). Jedoch zeigte sich bereits eine deutliche Korrelation zwischen der
Konzentration von Metanephrinen (Adrenalin, Noradrenalin) im Blut und der

Ausdehnung des Schlaganfalls (150).

Nach Schlaganfall werden humoral Uber das Nebennierenmark und
postgaglionar an den Effektororganen hohe Konzentrationen von Katecholaminen
freigesetzt (140). Das Nebennierenmark schuttet bei Stimulation des N. splanchnicus
Adrenalin und Noradrenalin aus. Der Nerv stimuliert auch die Biosynthese von
Adrenalin. Aus Noradrenalin wird durch das Enzym Phenylethanolamin-N-
Methyltransferase (PNMT) Adrenalin. Dieses Enzym wird von Glukokortikoiden
reguliert (133). Katecholamine haben Uber Adrenorezeptoren auf den Immunzellen

eine pleiotrope Funktion.

Uber B-adrenerge Rezeptoren wird die TNFa-Produktion durch Makrophagen
gesenkt und die IL-10-Sekretion durch Monozyten stimuliert (151). Sowohl durch die
Glukokortikoide, als auch durch die Katecholamine hervorgerufen, wird die Apoptose
als ursachlich fur die Lymphozytopenie nach Schlaganfall angenommen, was als
Hauptursache fir die verminderte bakterielle Abwehrfunktion gesehen wird. Eine
Therapie mit Betablockern konnte die Inzidenz fur Infektionen und die Mortalitat in den
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ersten 30 Tagen nach ischamischen Schlaganfall senken (152). Zudem gehen unter
der Katecholaminliberation dendritische Zellen und auch Monozyten in den Zelltod. Es
kommt neben der Apoptose zu einer verminderten Bildung von INFy durch
T-Lymphozyten und NK-Zellen. Weitere inhibitorische Effekte auf Immunzellen bei
Stress haben das a-Melanozyten stimulierende Hormon (a-MSH) und Endorphine. Der
parasympathische Anteil des autonomen Nervensystems kann Uber den N. vagus und
den ,cholinergic anti-inflammatory pathway“ Gewebsmakrophagen dazu veranlassen,

eine proinflammatorische Zytokinreaktion zu hemmen (153).

Zwar kommt es bei Schlaganfall zu einer Leukozytose, bei welcher jedoch die
Zellen der Subpopulationen zum Teil vermindert (154), aber auch in ihrer
physiologischen Funktion gestort sein kdnnen (43, 155-157). Sowohl die unspezifisch-
angeborene, als auch die spezifisch-erworbene Immunitat sind von diesen
Anpassungsvorgangen nach Schlaganfall betroffen. Die Infiltration in das Infarktgebiet
von zunadchst Makrophagen und dann neutrophilen Granulozyten geschieht innerhalb
von 24 Stunden (158). Monozyten und Makrophagen aus der Milz zeigen sich
VLA-4 - defizient, was die Migration in andere Gewebe verhindert (155). Monozyten
sind ein wichtiges Bindeglied zwischen unspezifischer und spezifischer Immunitat
(159). Bei Granulozytose zeigte sich die Bildung von Sauerstoffradikalen nach
Schlaganfall vermindert (156). Bei abnehmender Zellzahl (40) nimmt die Toleranz von
natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) gegenuber Zellkdrpern und Axonen ab (160). Nach
Schlaganfall prasentiert sich 6 Stunden (154) bis 14 Tage nach dem Ereignis eine
Lymphozytopenie und die NK-Zellzahlen zeigen sich bis zu 6 Wochen vermindert
(139). Die Lymphozyten infiltrieren das Infarktgebiet mit einer Latenz von 2 bis 3
Tagen. Sowohl im Blut, als auch in den lymphoiden Geweben, wie Milz, Lymphknoten
und Thymus zeigten sich T-, B-, und NK-Zellen vermindert (40), einhergehend mit
Schrumpfung von Thymus und Milz (40, 43). Veranderungen der adaptiven
Immunantwort pradisponieren flr chronische Infektionen (161). Es findet ein
T-Zell-Klassenwechsel von einer zellular vermittelten TH1-Antwort zu einer humoralen
TH2-Antwort statt, um Gewebeheilung und neuronale Regeneration zu férdern
(43, 162). Zur Immunreaktion ist das Mikromilieu wichtig, inklusive kostimulatorischer
Molekdle. Diese sind in einem gesunden Gehirn wenig exprimiert. Nach Schlaganfall
oder systemischer Infektion kommt es zu einer vermehrten Expression von
MHC | und Il Molekulen, wobei eine Aktivierung von T- und B-Lymphozyten gegen
endogene Antigene aus dem Gehirn erleichtert wird (163). Eine Infektion nach
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Schlaganfall kann einen exazerbierten proinflammatorischen Phanotyp bedingen
(138). Die IL-10-Produktion ist durch Monozyten, dendritische Zellen und
regulatorische T-Zellen nach Schlaganfall stark erhoht (155, 157), wodurch die
INFy-Produktion der TH1-Zellen, die Proliferation von T-Zellen, die TNFa-Produktion
durch Makrophagen und die Zytokinsekretion durch Monozyten allesamt gehemmt
werden (15). Hieraus begrundet sich die Bedeutung von IL-10 fur den TH-Zell-
Klassenwechsel, aber auch die erhdhte Infektanfalligkeit nach Schlaganfall (164). INFy
und TNFa sind bereits 12 Stunden nach dem Infarkt supprimiert (40). Invariante
naturliche-Killer-T-Zellen (iNKT-Zellen) und deren INFy-Produktion zeigen sich nach

Schlaganfall ebenfalls vermindert (165).
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Periphere Entzindung Ischamischer Schlaganfall
Sepsis /| Gewsbstrauma Gewsbstrauma immunprivilegisrtes Cngan
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Leukozyten lokeal / systemisch
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= Weminderte Phagozytosekapazitst
= Weminderte Rereptordichts

aEndotocin Toleranzs
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CRH Sekretion

Adenohypophyse Hirnstamm
ACTH, a-MSH,
B-Endorphin
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T-, B-, und MK-Zellen vermindsrt Gesteigarte IL-10 Produktion durch
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- ]
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Abb. 3. Immundefizienz bei Sepsis / Gewebetrauma und SIDS. Schematische
Darstellung der Immundefizienz bei einer peripheren Entzindung durch
Sepsis / Gewebetrauma und SIDS durch lokale und systemische Immunreaktion nach
Schadigung der Blut-Hirn-Schranke mit erhdhter Infektionsgefahrdung nach ischadmischen
Schlaganfall (41, 117, 118, 144).
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1.1.7 Endocannabinoidsystem

Das Endocannabinoidsystem (ECS) stellt ein komplexes neuro- und
immunmodulatorisches System dar, welches wichtig fur die neuronale Entwicklung
und die Plastizitdt von Synapsen, aber auch bei Entzindungsprozessen von
Bedeutung ist (166). Eine wesentliche physiologische Aufgabe des ECS ist es, die
inflammatorische Immunantwort zu regulieren. So zeigt sich das ECS im septischen
Schock aktiviert, wobei Endocannabinoide durch Endothelien, Makrophagen,
dendritische Zellen, Blutplattchen und Parenchym freigesetzt werden (167-169). In
den letzten Jahren wurde die potentielle Bedeutung des ECS fur verschiedene
Krankheitsbilder beschrieben. So wurde ihm eine Bedeutung u.a. bei psychiatrischen
Krankheitsbildern, Bewegungsstorungen, Multipler Sklerose, Schmerzsyndromen und

bei durch Chemotherapie bedingtem Erbrechen beigemessen (170).

Das ECS besteht aus den Cannabinoid-Rezeptoren CB1R und CB2R, den
endogenen Cannabinoiden (Endocannabinoiden) 2-Arachidonylglycerol (2-AG),
2-Arachidonylglycerylether (Noladin Ether), O-Arachidonylethanolamid (Virodhamin),
Arachidonylethanolamid (Anandamide) und N-Arachidonoyldopamin, sowie den
Enzymen fur die Synthese (z.B. NAPE-PLD, DAGL) und zur Inaktivierung
der Liganden (z.B. Fettsdureamid-Hydrolase - FAAH, Monoacylglycerinlipase MAGL).
Neben den endogenen Cannabinoiden gibt es zudem pflanzlich
(z.B. THC, CBD, CBN) und synthetisch (z.B. Agonisten - HU308, ACEA, inverse
Agonisten - SR141716A, AM630) hergestellte Formen.

Die Vorstufen der Endocannabinoide befinden sich in den Doppellipidschichten
der Zellen und gehoren zu den Eicosanoiden, aus welchen sie uber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder Depolarisation synthetisiert werden. Generell
werden bei Homoostase lediglich geringe Mengen von Endocannabinoiden
freigesetzt. Erst bei Aktivierung durch Stimuli wie Schmerz, bakterielle oder virale
Infektion, Stress oder Entzindung kommt es zu einer vermehrten Bildung (171). Die
Aktivierung von CB1- oder CB2-Rezeptoren flhrt zu diversen Veranderungen in der
Zellphysiologie inklusive Synapsenfunktion, Gen-Transkription und Zellbewegung
(172). Die Cannabinoid-Rezeptoren werden uber G-Proteine, die Adenylatcyclase
(AC), intrazellulare Calciumspiegel, CAMP und die MAP-Kinase reguliert (173).
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Die CB1-Rezeptoren werden vor allem im ZNS exprimiert - primar im Kortex,
den Basalganglien, dem Hippocampus und dem Cerebellum (174). Zudem findet man
den Rezeptor in verschiedenen peripheren Organen u.a. dem Darm, Hormondrusen,
Herz, Lunge, Milz, Tonsillen, Gefallen und Immunzellen (171, 175). Auf Leukozyten ist
der CB1-Rezeptor unterschiedlich stark ausgebildet (B-Lymphozyten > NK-Zellen >
Neutrophile Granulozyten > CD8*-T-Zellen > Monozyten > CD4*-T-Zellen) (175-177).
Die Hemmung der cAMP-Synthese Uber den CB1-Rezeptor durch Inaktivierung
beschreibt den Mechanismus zur Verhinderung von Neurotransmitterauschittung, um

die Homdostase primar im ZNS herzustellen (178).

Die CB2-Rezeptoren hingegen befinden sich hauptsachlich auf Immunzellen
und haben eine primare Bedeutung fur die Immunreaktion bei Entzindungsreaktionen
im Gehirn und in der Peripherie (178-180). Die CB2-Rezeptoren werden vermehrt bei
Entzindungsreaktionen exprimiert. Sie konnten im Gehirn, Knochenmark, Milz,
Thymus und im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden (181-183). Die Dichte der
CB2-Rezeptoren auf Leukozyten zeigt sich wie folgt: B-Lymphozyten >
NK Zellen > Monozyten > Neutrophile Granulozyten > CD8*-T-Zellen > CD4*-T-Zellen
(177). Es konnte Dbereits belegt werden, dass die Aktivierung des
CB2-Rezeptors anti-inflammatorische Effekte in der Mikrozirkulation des Darms und
der Retina aufweist (184—-186). Fiur die Neutrophilenfunktion sind insbesondere die
intrazellularen cAMP-Spiegel entscheidend. Hierbei wird nach
CB2-Rezeptor-Aktivierung und Hemmung der AC, intrazellulares cAMP vermindert
gebildet (183). Bei hohen cAMP-Spiegeln werden Neutrophilenfunktion und deren
Aktivierung gehemmt (187). Infolge der Hemmung des Rezeptors konnte in vivo
sowohl eine gehemmte Proliferation, als auch gesteigerte Apoptose von Splenozyten
nachgewiesen werden. Dagegen prasentierte sich bei Makrophagen durch Agonisten
am CB2-Rezeptor eine verminderte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen,
Proliferation und Phagozytose (188). Die vermehrte oder geminderte Expression von
CB1 - oder CB2 - Rezeptoren ist abhangig von Zellart und verwendetem Aktivator
(189-191).
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2 Ziele dieser Arbeit

Seit der Beschreibung der Immundepression nach Schlaganfall rickt dessen
Erforschung angesichts der damit verbundenen erhdhten sozioOkonomischen Lasten
bei steigender Anzahl von Patienten mit Schlaganfall und der verschlechterten
Prognose nach sekundaren Komplikationen, wie bei einer Infektion, in den Fokus.
Kausale therapeutische Strategien konnten bisher fur diese Patienten nicht entwickelt
werden (8). Das komplexe Zusammenspiel zwischen neurologischen und
immunologischen Faktoren stellt eine Herausforderung fur die Entwicklung eines in
vivo-Modells zur weiteren Erforschung der Immunfunktion und deren Modulation nach

Schlaganfall dar. Diese Arbeit hat daher die folgenden Ziele:

1. Etablierung eines tierexperimentellen Schlaganfallmodells mit nachfolgender
Infektion (Sepsis)

2. Bestatigung des SIDS mittels intravitalmikroskopischer Untersuchung der
peripheren Leukozyten-Endothel-Interaktion und Zytokinmessungen

3. Immunmodulation mit dem CB2-Rezeptor-inversen Agonisten AM630 nach

experimentellem Schlaganfall
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Ethik

Die Tierversuche wurden vom University Committee for Laboratory Animals
(UCLA) - der Dalhousie University Halifax, NS, Canada, genehmigt. Alle Experimente
wurden nach den Vorgaben des Canadian Council on Animal Care (CCAC)
durchgefuhrt. Die Etablierung des Experiments und die Erhebung der Daten erfolgten

in den Laboratorien der Dalhousie University, Halifax, Kanada.

3.1.2 Tierhaltung

Die tierexperimentellen Untersuchungen erfolgten an 69 mannlichen C57BL/6N
Mausen im Alter von ca. 8 Wochen (Charles River Laboratories, Wilmington, MA,
USA). Nach Uberstellung an die Carlton Animal Care Facility (CACF) der Dalhousie

Universitat und einwochiger Quarantane wurden die Tiere den Versuchen zugefuhrt.

Die Haltung der Tiere erfolgte durchgehend in bellifteten Kafigen mit
zwolfstindig abwechselndem Hell-Dunkel-Rhythmus. AufRerdem wurde die
Raumtemperatur bei 22°C und die Luftfeuchtigkeit bei 55% — 60% gehalten. Ernahrt

wurden die Tiere mit Trockenfutter und Wasser ad libitum.

Die Datenerhebung erfolgte im Department of Pharmacology der Dalhousie
Universitat (Halifax, NS).

3.2 Versuchsanordnung

Zunachst wurde der Schlaganfall durch eine Kombination von Ischamie durch
chirurgische Unterbindung der linken A. carotis communis (ACC) und Hypoxie des
Tieres induziert (Hypoxie/lschamie - HI). Bei den Kontrolltieren wurden alle operativen
Schritte auler der ACC-Ligatur und der Hypoxie durchgefiihrt. Die weiteren
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Experimente wurden nach 24h durchgeflhrt, wobei die Tiere den einzelnen

Versuchsgruppen zugeordnet wurden.

Hierzu erhielten Tiere der Endotoxamie-Gruppen eine intraperitoneale (i.p.)
Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli (Serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich MO,
USA) oder Placebo - physiologische Kochsalzlésung (NaCl 0,9%). Die Tiere der
Therapiegruppe erhielten eine infravendse (i.v.) Gabe von AM630 (Tocris Bioscience,
Bristol, UK). Unbehandelte Tiere erhielten nur das Losungsmittel Dimethylsulfoxid
(DMSO 10%, Sigma-Aldrich, MO, USA). Folgende Versuchsgruppen (n=6) wurden

untersucht:

1. Schein-operierte-Kontroligruppe (CON)
- Schein-Ligation; keine Schlaganfallinduktion; keine Endotoxinamie
- NaCl i.p.; DMSO i.v.

2. LPS-Kontrollgruppe (LPS)
- Schein-Ligation; keine Schlaganfallinduktion; Endotoxinamie
-LPS ip.; DMSO i.v.

3. HI-Kontroligruppe (HI)
- Schlaganfallinduktion; keine Endotoxinamie
- NaCl i.p.; DMSO i.v.

4. HI-LPS-Gruppe (HI-LPS)
- Schlaganfallinduktion; Endotoxinamie
-LPS ip.; DMSO i.v.

5. HI-LPS-AM630-Gruppe (HI-LPS-AM630)

- Schlaganfallinduktion; Endotoxinamie; CB2R-Antagonist-Behandlung
-LPS i.p.; AM630 i.v.
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Bei allen Versuchstieren wurde mittels Intravitalmikroskopie (IVM) das terminale
lleum untersucht. Hierzu wurden die Tiere laparotomiert und Video-Sequenzen der
Mikrozirkulation des Organs aufgezeichnet. Durch zuvor verabreichte
Fluoreszenzfarbstoffe konnten die Leukozyten und das Blutplasma sichtbar gemacht,
sowie Leukozyten-Endothel-Interaktionen und Kapillarperfusion untersucht werden. Je
nach Aktivierungszustand der Leukozyten und des Endothels konnten Leukozyten mit
verlangsamter Bewegung entlang der GefalRwand, sog. Roller (gemessen als rollende
Zellen/Zeiteinheit = Roller-Flow) und fest am Endothel haftende Leukozyten, sog.
Sticker (gemessen als Zellen/Flache = Leukozytenadharenz) beobachtet werden. Zur
Beurteilung der Kapillarperfusion wurde die Lange der durchbluteten Kapillaren/Flache
Funktionelle Kapillardichte (FCD) ausgewertet. Nach Beendigung der IVM wurden die
Tiere mittels zervikaler Dislokation unter tiefer Narkose eingeschlafert. Unmittelbar im
Anschluss wurde durch Punktion des linken Ventrikels Blut entnommen und
Blutplasma durch Zentrifugation gewonnen und fur Zytokinmessungen asserviert.
Erganzend wurde post mortem das Ausmal der Hirnschadigung der Schlaganfalltiere

mittels Vitalfarbung verifiziert und die entstandene SchlaganfallgréRe vermessen.

Protokoll Kontrollen

Sham Chirurgie Intravitalmikroskopie - IVM
mit / ohne Endotoxamie

24 h Unterbrechung

St. 0,15h 24h 26h

Tag 1 Tag 2

Abbildung 4. Versuchsprotokoll der Kontrollgruppen. Die Darstellung zeigt den zeitlichen
Ablauf der chirurgischen Mallnahmen mit anschlieRender Intravitalmikroskopie am zweiten
Tag nach 24-stindiger Beobachtungszeit.
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Protokoll Schlaganfall

Hypoxisch-lschamischer Intravitalmikroskopie - IVM
(HI) Schlaganfall mit / ohne Endotoxamie
mit / ohne Immunmodulator

A B CD E
: 24h Unterbrechung -
Start 3h  4h 24h 26h

Tag 1 Tag 2

Abb. 5. Versuchsprotokoll der Schlaganfallgruppen. Versuchsprotokoll der
Schlaganfallgruppen. Der zeitliche Ablauf der Induktion des Schlaganfalls (A, B) mit 24 Stunden
spater stattfindender Intravitalmikroskopie (E) wird aufgezeigt. Die Schlaganfall-Induktion an
Tag 1 wurde in zwei Phasen unterteilt: 1. Ligation der ACC (A) und 2. der Hypoxie drei Stunden
nach der Operation (B). Die Schlaganfalltiere wurden am nachfolgenden Tag klinisch beurteilt
und Tiere mit eindeutigen Schlaganfall-Symptomen den Schlaganfall-Gruppen zugeordnet.

3.3 Perioperatives Management

Praoperativ wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip fir die Versuche
ausgewahlt. Die Unterbindung der ACC bzw. die Schein-Ligation erfolgten nach streng
sterilen Kautelen. Die Laparotomie flir die IVM wurde unter handsterilen Bedingungen
durchgefihrt. Alle Substanzen (Pentobarbital, LPS, NaCl 0,9%, DMSO 10%, AM630,
FITC und Rhodamin) wurden gewichtsadaptiert verabreicht. Potentiell
hamodynamisch relevante Flussigkeitsverluste, welche durch die operativen
Massnahmen verursacht wurden, konnte durch subkutane (s.c.) Depotgabe von
Natriumchloridlésung (10 mil/kg, NaCl 0,9%, HOSPIRA, QC, CA) ausgeglichen

werden.

Postoperativ. wurde jedes Tier durch systemische Gabe von Ketoprofen
(5 mg/kg i.p., MERIAL, QC, CA) und lokaler Applikation an den Schnittrandern der
Operationswunde mit Xylocain-Gel (2%, Astra Zeneca, Wedel, GER) analgetisch
behandelt. Weiterhin konnte durch den Einsatz einer Warmematte (T/Pump Classic
Gaymar, DRE Medical, CA, USA) einer Auskihlung der Tiere entgegengewirkt
werden. Die Ernahrung der operierten Tiere erfolgte durch Feuchtnahrung. Tiere,
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welche chirurgische Komplikationen aufwiesen, wurden aus dem experimentellen

Prozess herausgenommen und eingeschlafert.

3.3.1 Anasthesie

In dem zweistufigen Experiment, bestehend aus Schlaganfallinduktion und IVM,

kamen zwei unterschiedliche Narkoseverfahren zur Anwendung:

Die Anasthesie der bei allen Tieren durchgefuhrten Operation an der ACC
(Schein-Ligation oder Ligation zur Schlaganfallinduktion) erfolgte inhalativ mit einem
Sauerstoff-Isofluran Gemisch (DISPOMED, QC, CA). Bei einer Induktionsdosis von
5% Isofluran (0,8 I/min; 1,0 bar; 21°C) verlor die Maus schnell das Bewusstsein. Bei
regelmassiger Atmung und erloschenem Zwischenzehenreflex wurde das
Gasgemisch zur Erhaltung der Narkose auf 1,5 — 2% Isofluran eingestellt. Die Maus
wurde anschliessend in Rlckenlage platziert und fur den chirurgischen Eingriff
vorbereitet. Das Gasgemisch wurde wahrend des Eingriffs kontinuierlich inhalativ

verabreicht.

Die am nachsten Tag stattfindende Laparotomie und IVM erfolgte nach i.p.
Gabe von Pentobarbital (90 mg/kg, Ceva Santé Animale, BP, FR). Zur
Narkoseaufrechterhaltung wurden ggf. 5 mg/kg Pentobarbital nachinjiziert

(kontinuierliche Uberpriifung des Zwischenzehenreflexes alle 15 Minuten).

Wahrend beider Narkoseverfahren wurde Uber eine Temperatursonde (SDI
Vet/Ox Patient Monitor, SDI Sensor Devices, Inc., PA, USA) rektal kontinuierlich die
Korperkerntemperatur der Versuchstiere Uberwacht, um eine potentielle Auskuhlung
frihzeitig zu erkennen. Praventiv wurden alle Interventionen auf Warmeoberflachen
durchgefiihrt (T/Pump Classic Gaymar, DRE Medical, CA, USA). Bei kardio-
respiratorischen Problemen wurde dem Tier 100% Sauerstoff (PRAXAIR, ON, CA)

verabreicht.

3.4 Scheinoperation

Tiere der Kontrollgruppen (schein-operierte-Kontrollgruppe und
LPS-Kontrollgruppe) wurden zur besseren Vergleichbarkeit ebenfalls operiert. Im
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Gegensatz zu den Tieren, bei denen es beabsichtigt war, einen Schlaganfall
auszuldsen, wurde bei diesen die ACC zwar freiprapariert und vom N. vagus getrennt,
jedoch erfolgte keine Ligation der Arterie (Scheinligation). Der Situs wurde

anschliel3end verschlossen und das Tier durchlief das postoperative Prozedere.

Die Veranderungen im Organismus aufgrund von perioperativen MalRnahmen,
Anasthesie und Gewebstrauma, konnten somit vereinheitlicht werden
(schein-operierte-Kontrollgruppe). Der Einfluss der Endotoxamie bei diesen Tieren
wurde zusatzlich in einer weiteren Kontrollgruppe mit Scheinligation betrachtet

(LPS-Kontrollgruppe).

3.5 Hypoxisch-Ischamischer Schlaganfall

Die Induktion eines HI-Schlaganfalls setzte in diesem Experiment zwei
Teilschritte voraus. Im ersten wurde die linke ACC chirurgisch unterbunden. Trotz der
Kollateralversorgung des Circulus arteriosus willisii und seiner Zuflisse - der A. carotis
interna von kontralateral und den von vertebral kommenden Aa. vertebrales - wurde
durch die Ligation eine partielle, inkomplette Ischamie der ipsilateralen Gehirnhalfte
erreicht. Im zweiten Schritt wurde die endgultige Schadigung des Hirngewebes durch
zusatzlich verminderte Sauerstoffexposition (8% O2) mit nachfolgender systemischer

Hypoxie bewirkt.

Schlaganfallinduktion

a) Induktion der Ischamie b) Induktion der Hypoxie
- Ligation der ACC

3h Unterbrechung 8% O, 24h Unterbrechung
Start 15min 195min 230min
Tag 1 Tag 2
Tierstall / Op

Abb. 6. Schlaganfallinduktion. Die experimentelle Induktion eines Schlaganfalls erfolgte in
zwei Teilschritten nacheinander. Zunachst wurde die A. carotis communis sinistra (ACC)
ligiert a). Mit einer Unterbrechung von 3 Stunden post operationem, wurde das Tier
hypoxischen Bedingungen ausgesetzt b). Die Intravitalmikroskopie erfolgte 24 Stunden nach
Schlaganfallinduktion.
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3.5.1 Carotischirurgie

Die Ligation der linken ACC erfolgte durch chirurgische Intervention. Hierzu
wurde nach Anasthesie und steriler Vorbereitung des OP-Gebietes
(mit SoluPrep® und Betadine®) die durch eine atraumatische Pinzette gespannte Haut
mit einer Schere erdffnet. Die Cutis wurde von der Subcutis mit einer zuvor
eingefiihrten Schere durch Offnen und SchlieRen getrennt und das OP-Gebiet durch
einen geraden Schnitt weiter eroffnet. Die zum Vorschein kommende
Gl. submandibularis wurde vorsichtig beiseite prapariert und brachte die wichtigen
anatomischen Orientierungspunkte, den M. sternohyoideus und
M. sternocleidomastoideus zum Vorschein. Diese kreuzen oberhalb der Gefal3-
Nervenscheide und somit oberhalb der ACC. Durch Praparation in die Tiefe konnte die
Gefall-Nervenscheide freigelegt und auf eine Pinzette gespannt werden. Die ACC
wurde vom direkt anliegenden N. vagus isoliert und zur Ligation auf eine Pinzette
gespannt (Abb. 4). Durch einen chirurgischen Knoten wurde die Arterie ligiert
(Johnson & Johnson, Ethicon 5-0 Monofilament, Norderstedt, D) und sekundar cranial
des Knotens mit einem Elektro-Kauter durchtrennt. Nachfolgend wurde der Situs mit
einer fortlaufenden Naht verschlossen und die inhalative Applikation des
Anasthetikums beendet. Es folgte eine Erholungsphase von drei Stunden (x 30min)
bis das Tier dem zweiten Schritt, der Hypoxie, zur Schlaganfallinduktion ausgesetzt

wurde.
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Abb. 7. Schlaganfallinduktion - Ligation der ACC. Abgebildet ist die chirurgisch eroffnete
Halsregion einer C57BL/6N von ventral mit praparierter A. carotis communis sinistra (ACC) (A)
(C). Nach Darstellung der Gefaf3-Nervenscheide wurde die ACC vom N. vagus getrennt und auf
eine Pinzette (D) gespannt. Die Ligation mit chirurgischem Nahtmaterial (B) fluhrte zur
Teilischamie des ipsilateralen Hirngewebes.
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3.5.1 Induktion der Hypoxie

Die Hypoxie des Tieres wurde mit Hilfe eines Glaszylinders, welcher von beiden
Seiten mit einem Gummi-Pfropfen verschlossen wurde, umgesetzt. Die
Gummiverschlisse wiesen Offnungen auf, welche mit Gummischlauchen
verbunden wurden. Diese waren fur die Zu- (Gasgemisch mit 8% O2- Anteil) und
Ableitung (Wasserschloss) von Gasen zustandig. Zur Vermeidung von
hypothermen Bedingungen wahrend des Versuchs wurde der verschlossene
Zylinder in ein Wasserbad (Thermo Electron Corporation, PRECISION, MA,
USA) entsprechend der physiologischen Kdrpertemperatur von 36,9°C, gelegt.
Nach einer 5-minutigen Akklimatisierungszeit der Tiere wurde vor Einleitung der
Hypoxie-Phase das noch im Zylinder befindliche atmospharische Luftgemisch
durch ein 30 Sekunden andauerndes Durchstromen mit dem verwendeten
Gasgemisch (8% Oz und 92% N32) substituiert. Fur eine Gesamtdauer von 35
Minuten wurden die Tiere diesem Gasgemisch ausgesetzt (2 I/min; 1,0 bar;
21°C). Die Verminderung des Sauerstoffpartialdrucks (pO2) von 0,21 auf 0,08 bar
(pO2= Sauerstoffanteil der Atemgase (FO2) x Umgebungsdruck (bar)) und die
damit verminderte Sauerstoffsattigung (SOz) der Erythrozyten im Blut der Mause
fuhrte zum Zelluntergang im bereits ischamischen Gehirnanteil. Nach Abschluss
des Versuches wurden die Tiere zurlck in die Kafige gesetzt, wo sie sich 24

Stunden erholen konnten. Tierarzte versorgten die Tiere wahrend dieser Zeit.
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Abb. 8. Induktion der Hypoxie. Abgebildet ist eine Versuchskohorte (A), bestehend aus
vier C57BL/6N mit ligierter ACC drei Stunden (£30min) zuvor. Die Tiere befanden sich in
einem Glaszylinder (A), welcher mit zwei Gummipfropfen (B) verschlossen wurde und mit
Schlauchen zur Zu- und Abflihrung von Gasen (C) verbunden war. Auf der einen Seite
stromte das Gas ein (FO2 0,08 und FN2 0,92) und senkte den im Glaszylinder (D)
befindlichen atmospharischen Sauerstoffpartialdruck herab (pO2=0,21 bar auf pO2=0,08
bar). Das verbrauchte Gasgemisch wurde kontinuierlich tber ein Wasserschloss abgeleitet
(E). Die Tiere wurden fir die Dauer von 35 Minuten hypoxischen Bedingungen ausgesetzt.
Um protektive Hypothermie flr das cerebrale Gewebe auszuschlielen, wurde eine
konstante Temperatur von T = 36,9°C flr die Tiere gewahrleistet. Dazu wurde der Zylinder
in ein beheiztes Wasserbad mit dieser Temperatur gelegt (F).

34



Material und Methoden

3.5.2 Schlaganfall-Score

Der Schlaganfall verursachte neurologische Defizite bei den Tieren, welche mit

Hilfe eines Scores quantifiziert wurden. Der Schweregrad wurde 24 Stunden nach

Schlaganfallinduktion  beurteilt. Zur  symptomatischen  Klassifizierung

der

neurologischen Ausfallerscheinungen wurde der Score nach Longa et al. (192)

herangezogen. Es wurden Punktwerte von 0 bis 5 vergeben:

0 kein neurologisches Defizit
- Das Tier ist asymptomatisch.
1 leichtes fokal-neurologisches Defizit

- Das Tier ist unfahig, die betroffene Vorderpfote in vollem Umfang

zu strecken.
2 massiges fokal-neurologisches Defizit.
- Das Tier bewegt sich im Kreis.
3 schweres fokal-neurologisches Defizit
- Das Tier fallt auf die Seite.
4 sehr schweres fokal-neurologisches Defizit
- Das Tier zeigt keine Spontanbewegung.
5 Tod

- Das Tier stirbt in der Beobachtungszeit nach Schlaganfallinduktion.

Tiere mit einem Punktwert 1-4 wurden in die Schlaganfallgruppen
HI-Kontrolle, HI-LPS-Gruppe und HI-LPS-AM630-Gruppe eingeteilt und den

entsprechenden Protokollen der Intravitalmikroskopie zugewiesen.
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3.5.3 Autopsie

Neben der symptomatischen Beurteilung der Schlaganfall-Tiere folgte am
Ende der Intravitalmikroskopie der morphologische Nachweis eines Schlaganfalls.
Nach Euthanasie wurde das Caput vom Corpus getrennt, die Kopfschwarte
gespalten und die Schadeldecke vorsichtig geodffnet. Das zum Vorschein
kommende Gehirn wurde von der Medulla spinalis getrennt und zur

GroRenbestimmung des Infarktvolumens gefarbt.

3.5.4 Gehirnfarbung mit Tetrazolium Rot (TTC)

Das herauspraparierte Gehirn wurde zunachst fur ca. 20 min in einem
TiefkUhlschrank bei -20°C deponiert, um die Anfertigung von Koronarschnitten zu
vereinfachen. Das verfestigte Gehirn wurde anschliessend in eine Schneide-Matrix
gelegt und das Cerebrum mit einer angefeuchteten Klinge mittig (bregma = 0)
geteilt und weiter nach rostral und caudal in 2-Millimeter-Abstanden geschnitten.
Die einzelnen Schnitte wurden anschliessend mit einer Tetrazolium Rot-Lésung
(TTC 2%, SIGMA-Aldrich, MO, USA) fur 30 Minuten mit einer Temperatur von
37°C inkubiert. In der Vitalfarbung zeigten sich intakte Zellen anschliessend in
roter Farbung, wobei durch den Infarkt untergegangenes Gewebe weiss blieb. Das
Atmungskettenenzym - Dehydrogenase des Komplex | - reduzierte das farblose

Tetrazolium zum roten Formazan.

3.5.5 Vermessen des Infarktvolumens

Zur Messung der Infarktareale wurden die geschnittenen und gefarbten
Koronarschnitte zunachst auf eine transparente Folie aufgetragen und in hoher
Auflésting gescannt (HP-Office Jet 5610 All-in-One Printer). Die erzeugten Bilder
wurden dann mit der Bildanalysesoftware ImageJ 2 ausgewertet (Abbildung 9).
Generell wurde nach Gehirnentnahme der erste Koronarschnitt orientierend bei
Bregma = 0 gemacht und dann Flachen nach rostral und kaudal in 2 mm
Abstanden erzeugt. So konnten standardisierte Flachen gebildet werden flr

Farbung und Vermessung. Durch Subtraktion der ipsilateralen von der
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kontralateralen Hemisphare wurde das Odem bestimmt und von der durch ImageJ
bestimmten Schlaganfallflache abgezogen. Die Schlaganfallflachen wurden fur 8
Flachen (rostral und caudal) von 4 Schnitten bestimmt. AnschlieRend wurden pro
Schnitte mit einer Schichtdicke von 2 mm, zwei Volumen rechteckiger Korper mit
den entgegenstehenden Flachen von rostral und caudal gebildet. Diese einzelnen
Volumensegmente wurden addiert und bei vier Schnitten durch 4 geteilt. Der so

erhaltende Naherungswert wurde in Kubikmillimeter angegeben.

V=AXc= Gi_gXh

- (Gy xh) + (G, X h) .. (Gg xh)
B 4
Die Vereinfachung der Volumenberechnung ergab einen Naherungswert des

tatsachlichen Infarktvolumens, ausgehend von einem idealen geometrischen Korper.
Dennoch konnte man durch die standardisierte Umsetzung - durch die Auswahl von
vier angefertigten Schnitten ab Bregma = 0 - vier Millimeter nach rostral und caudal,
dem Abzug der 6dematdsen Schwellung und der standardisierten - kontrastgestitzten
Ausmessung mit Image J, die Infarktvolumina ausmessen und vergleichen. Durch
Tetrazolium Rot (TTC)-Farbung wurden die Darstellung von lebenden Zellen rot und
toten Zellen weil® und somit der Darstellung des Infarktgebietes ermdglicht (A). Nach
hochauflésendem Scannen wurde das Bild zunachst in ein RGB-Image transformiert
und anschlieRend in Bilder mit 8-bit Graustufen mit grtinen, roten und blauen Anteilen
getrennt. Bei bester Kontrastierung zur Vermessung der Schlaganfallflache wurde der
grine 8-bit Anteil verwendet (B). Der rote und blaue Anteil wurde verworfen. Um
gesundes Gewebe inklusive Penumbra von der Messung auszuschlieRen und den
tatsachlichen Infarkt messen zu konnen, musste fir alle Bilder der
Grauschwellenbereich definiert werden. Hierzu wurden standardisiert der obere [255]
und untere [153] Wert fest eingestellt. Der Graustufenbereich mit lebenden Zellen
konnte somit blau markiert (C) und der untere Graustufenbereich als
Schlaganfallflache mittels Freihand-Auswahl-Werkzeug umrandet und nach
Kalibrierung, die Flache vermessen werden (nicht abgebildet). Zudem wurden die
HemisphéarengroRen bestimmt und das gebildete Odem von der Infarktflache
subtrahiert. Jeder Schnitt wurde rostral und caudal vermessen. Gebildete Flachen

wurden zur Bildung des Volumens addiert. Hirnstamm und Cerebellum wurden bei
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allen Tieren direkt nach der Farbung verworfen, da sie makroskopisch keine

Infarktareale aufwiesen.

Abb. 9. Vermessung des Schlaganfallvolumens mit ImagedJ. Exemplarisch sind der
Koronarschnitt des  Gehirns  einer C57BL/6N-Maus und die  einzelnen
Bildbearbeitungsschnitte zur Infarktflachenvermessung abgebildet.
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3.6 Intravitalmikroskopie — IVM

Versuchstiere aller experimentellen Untergruppen wurden 24 Stunden nach
dem ersten chirurgischen Eingriff (Schein-Operation-Ligation oder Ligation der ACC)
intravitalmikroskopisch untersucht. Um den Immunstatus des Organismus nach
Schlaganfall zu untersuchen, wurde durch die Gabe von Endotoxin eine potentiell

klinisch relevante Situation - eine Infektion nach Schlaganfall - simuliert.

Intravital Mikroskopie - IVM

24h post Sham-Chirurgie / Schlaganfallinduktion

a) Injektionsprotokoll b) IVM - intravital Mikroskopie c) Post Euthanasie
min-15 0 15 45 60 150 180
: x Mikroskopie / Videoaufnahmen - ; :
1. 2.0 3: 4 Start IVM Euthanasie
NaCl Laparotomie
LPS/
NaCl Blutprobe /
ip. Rhodamine-4G / Plasma Gewinnung
FITC-Albumin Tag 2
AMB30 / iv. Gehirnentnahme /
DMSO : Farbung/Scannen
IV.

Abb. 10. Zeitlicher Ablauf Tag 2 - Intravitalmikroskopie (IVM). Abgebildet ist der zeitliche
Verlauf der experimentellen Schritte am Tag 2 des Experiments nach Scheinligation oder
Schlaganfallinduktion der Tiere. Nach Anasthesie mit Pentobarbital wurden die Tiere den
Injektionsprotokollen der einzelnen Versuchsgruppen zugeordnet und anschliefsend
unmittelbar vor der intestinalen Intravitalmikroskopie laparotomiert. Nach Abschluss der
Videoaufzeichnungen der Mikrozirkulation erfolgte die Euthanasie der Tiere mittels zervikaler
Dislokation in Narkose. Anschlielend wurden zur Zytokinbestimmung Blutproben
entnommen und deren Plasma isoliert und asserviert. Allen Tieren wurde abschlieRend das
Gehirn prapariert und avitale Zellen mittels Vitalfarbung sichtbar gemacht.
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3.6.1 Injektionsprotokoll

In chronologischer Reihenfolge wurden den Tieren die Substanzen wie folgt

verabreicht:

1)

2)

3)

Immunmodulation mit AM630 / Placebo-Behandlung mit DMSO

Als erste Injektion wurde den Tieren 15 Minuten vor Endotoxin-Gabe / Placebo-
Endotoxin-Gabe AM630 oder DMSO i.v. uber eine Schwanzvene injiziert. Der
Behandlungsgruppe - HI-LPS-AM630-Gruppe wurde der Cannabinoid-2-
Rezeptor-Antagonist AM630 (2,5mg/kg; Tocris Bioscience, Bristol, UK)
verabreicht, welcher zuvor in Dimethylsulfoxid (DMSO 10%, SIGMA-Aldrich, MO,
USA) gelost wurde. Tiere der ubrigen Versuchsgruppen - Schein-operierte-
Kontrollgruppe, LPS-Kontroligruppe, HI-Kontrollgruppe und HI-LPS-Gruppe
erhielten als Vehikel lediglich DMSO.

Endotoxin-Gabe (LPS) i.p. / Placebo-Kochsalzl6sung (NaCl 0,9%) i.p.

Die Endotoxin-Gabe erfolgte 60 Minuten vor Beginn der Intravitalmikroskopie in
den Gruppen LPS-Kontrollgruppe, HI-LPS-Gruppe und HI-LPS-AM630-Gruppe.
Dazu wurden 5 mg/kg LPS von E. coli (Serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich, MO, USA)
appliziert. Als Placebo wurde den Tieren der Gruppen Schein-operierte-
Kontrollgruppe und HI-Kontrollgruppe 10 ml/kg physiologische Kochsalzlésung
(NaCl 0,9%, HOSPIRA, QC, CA) verabreicht.

Flussigkeitssubstitution mit Kochsalzlésung

Um hamodynamischer Instabilitat durch Flussigkeitsverluste durch die
Laparotomie und IVM entgegenzuwirken, wurde 45 Minuten vor Beginn der IVM
ein subkutanes Depot von 10 ml/kg physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%,
HOSPIRA, QC, CA) angelegt.

Fluoreszenzmarkierung

Es wurden 50 mg/kg FITC-Albumin 5% (SIGMA-Aldrich, ON, CA) zur Markierung
des Blutplasmas und 0,75 mg/kg Rhodamin-6G 0,05% (SIGMA-Aldrich, ON, CA)
zur Markierung der Leukozyten verwendet. Die Injektionen erfolgten i.v. Gber die
Schwanzvene 15 Minuten vor der IVM. Ein Photobleaching wurde durch

Abdunklung des Raumes vermindert.
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3.6.2 Laparotomie

Die in diesem Experiment durchgefuhrten intravitalmikroskopischen
Untersuchungen wurden am terminalen lleum vorgenommen. Dazu wurden alle Tiere
einen Tag nach Schein-Ligation oder Schlaganfallinduktion laparotomiert. Das Fell der
Regio abdominalis wurde rasiert und die Haut mit Alkohol desinfiziert. Zur Offnung des
Abdomens wurde das Integumentum sodann mit einer atraumatischen Pinzette
angehoben und mit einer Schere leicht eingeschnitten. Durch das anschliessende
Einfihren der Schere, verbunden mit einer leichten Offnungs- und Schliessbewegung
in die Subkutis, wurde die Haut von der muskularen Bauchwand getrennt.
Anschliessend wurde mit einem geraden Schnitt von ca. zwei Zentimeter Lange die
Bauchwand freigelegt. Die muskulare Bauchwand wurde, um Blutungen zu vermeiden,
dann vorsichtig entlang der Linea alba mit einem Skalpell eingeschnitten. Dabei wurde
gleichzeitig das Peritoneum parietale durchtrennt und somit die Bauchhdhle eroffnet.
Die freigelegten Organe wurden vorsichtig mit in physiologischer Kochsalzlésung
getrankten Wattestabchen bewegt und zunachst das Caecum als anatomische
Orientierungsmarke zur Auffindung des lleums aufgesucht. Das lleum konnte dann
oral vom Caecum identifiziert und mit minimaler Manipulation ausserhalb der

Bauchhohle auf die Mikroskopie-Vorrichtung gelegt werden.

3.6.3 Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie wurde in dieser experimentellen Anordnung zur
Untersuchung der Leukozyten-Endothel-Interaktion und zur Beurteilung der
Kapillardichte in den einzelnen Versuchsgruppen verwendet. Hierzu wurde das zuvor
durch die Laparotomiewunde nach extrakorporal auf eine Vorrichtung ausgelagerte
lleum mit einem Objekttrager berthrungsfrei abgedeckt. Mechanische Irritationen
wurden so vermieden. Um kontrastsenkende Reflektionen durch Brechungsindex-
Wechsel an Luft-Objekttrager-lleum Grenzen zu vermeiden, wurde physiologische
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, HOSPIRA, QC, CA) als Immersionsflussigkeit benutzt.
Durch die Immersion wurde eine direkte Verbindung zum Objekttrager hergestellt.
Zudem diente NaCl, welches mit einer Pumpe kontinuierlich Gber das Organ appliziert
wurde, als Schutz vor Austrocknung und Auskihlung. Die Kochsalzlésung wurde auf
eine der physiologischen Korpertemperatur der Maus entsprechenden Temperatur
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erwarmt (Level 1 Technologies, INC., HOTLINE TM 800-5-Level 1, OH, USA).
Zwischen dem Objektiv des Mikroskops und dem Objekttrager wurde manuell
ebenfalls NaCl als Immersionsflissigkeit aufgetragen. Die anschliessende
Intravitalmikroskopie (Epifluoreszenz-Video-Mikroskopie) wurde mit folgender

technischer Apparatur durchgefuhrt:

e Fluoreszenz Mikroskop: LEICA DM LM (Wetzlar, D)
e Lichtquelle: LEG EBQ 100 DC-1(Jena, D)
Quecksilberlampe - Hq 100 (Jena, D)
e Odcular: L10x (LEICA, D)
e Objektivlinsen: Ubersicht:  L10x/0.5 (LEICA, D)
Detail: HCX Apo L 20x/0.5 UVI (LEICA)
e Filtermagazin: Position #1

Exzitation: 450-490nm, Emission: 520nm

- verwendetes Fluorochrom: FITC-Albumin
Position #2

Exzitation: 515 - 560nm, Emission: 590nm

- verwendetes Fluorochrom: Rhodamine 4G

e Video Kamera: BW DAGE CCD (DAGE MTlI Inc., IN, USA)
e Videorekorder: Sony DVCAM DSR 25 (NC, CA)
e Monitor: SPECO Technologies monitor (TX, USA)

Das Epifluoreszenzmikroskop ermoglichte die Darstellung von Echtzeit-Bildern
der Mikrozirkulation des lleums auf einen Monitor. Mit Hilfe der durch Gore und Bohlen
(193) definierten Klassifizierung der Gefasse der Darmwand konnten standardisiert die
zu untersuchenden Gefassabschnitte identifiziert und diese zur spater stattfindenden
Auswertung aufgezeichnet werden. Hierbei wurden die Leukozyten-Endothel-
Interaktion untersucht und die funktionelle Kapillardichte bestimmt.

Leukozyten-Endothel-Interaktion: Zur Untersuchung der Leukozyten-
Endothel-Interaktionen wurden submukése, postkapillare Venolen 3. Grades (V3) mit
einem Durchmesser von ca. 25 ym und zum anderen Sammel-Venolen 1. Grades (V1)
mit einem Durchmesser von ca. 50 pm identifiziert. Finf randomisierte

Beobachtungsfelder jeder Gefasspopulation mit kontrastreichen, unverzweigten,
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mindestens 200 ym langen Venolen wurden fur die Aufnahmen ausgesucht. Die mit
dem Fluorochrom Rhodamin 6G kontrastverstarkten Leukozyten wurden in den
definierten Gefassabschnitten 30 Sekunden lang aufgezeichnet. In der Auswertung
wurde zwischen temporar an der Gefasswand haftenden Leukozyten, sog. rollenden
Leukozyten und permanent haftenden Leukozyten, sog. adharenten Leukozyten
unterschieden. Die adharenten (Sticker) und temporar adharenten (Roller) Leukozyten
wurden in den aufgezeichneten Sequenzen visuell ausgezahilt.

Als Roller werden diejenigen Leukozyten definiert, welche sich innerhalb einer
Zeitdauer von 30 Sekunden in der Mitte des Gefassabschnittes mit zwei Funftel der
FlielRgeschwindigkeit der Erythrozyten bewegen. Die pro Zeiteinheit passierenden
Leukozyten wurden als Roller-Flow bezeichnet (Zellen/Minute).

Als Sticker dagegen werden Leukozyten bezeichnet, welche innerhalb von 30
Sekunden in einem zylindrisch anzunehmenden Gefassabschnitt mit definierter Lange
und Breite pro mm? (Flache (A) = Lange () x T x GefalRdurchmesser (D)) permanent
an der Gefasswand haften (Zellen/mmg).

Kapillardichte: Weiterhin wurde die Kapillarperfusion in der Darmwand - in der
Tunica muscularis und der Tunica mucosa bestimmt. Die Geféasse der Tunica
muscularis konnten von serosal durch die Mikroskopie untersucht werden. Um die
Tunica mucosa zu untersuchen, wurde der zu untersuchende Darmabschnitt
antimesenterial mit einem Thermo-Kauter ca. einen Zentimeter lang erdffnet. Um
hitzebedingte Schaden an der Mukosa zu vermeiden, wurden mit Stuhl geflllte
Darmabschnitte des lleums ausgewahlt und diese nach Eroffnung mit NaCl-Lésung
gespult.

Durch die Applikation von FITC-Albumin konnte die Perfusion der Kapillaren
(<20um) sichtbar gemacht werden. Augenmerk wurde auf permanent durchblutete
Gefassabschnitte gelegt. Mit Hilfe eines Gitters wurden die durchbluteten
Gefassabschnitte der aufgezeichneten Videosequenzen manuell am Monitor

nachgezeichnet und ausgezahlt.
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Abb. 11. Mikroskopie - Aufbau. Das anasthesierte und laparotomierte Tier (D) mit dem
nach extrakorporal auf eine Vorrichtung (C, G) aufgelagerten lleum (E) und die
Mikroskopie der Gefasse sind auf den einzelnen Bildern dargestellt. Uber eine Pumpe wird
NaCl 0,9% 36,9 °C kontinuierlich auf den Darm aufgetragen (B), wodurch das Organ vor
Austrocknung geschitzt wurde. Gleichzeitig diente das NaCl als Immersionsfilm zwischen
Darm und Objekttrager (L). Im Becken (F) gesammelte Flissigkeit wurde kontinuierlich
abgepumpt (A). Zwischen Okular (H) und Objekttrager (K) wurde manuell ebenfalls NaCl
aufgetragen (L). Die mikroskopisch dargestellten Bilder der Gefasse des Darms wurden
auf einen Monitor Ubertragen und zur spateren Auswertung mit einem Videorekorder
aufgezeichnet (nicht dargestellt).

3.7 Zytokinbestimmung

Nach Euthanasie des Tieres durch zervikale Dislokation erfolgte die zlgige
Eréffnung des Thorax mit der Gewinnung von 1 ml Blut aus dem linken Herzventrikel.
Das heparinisierte Blut wurde in ein Zentrifugenrdhrchen Ubertragen und das
Blutplasma von den zellularen Blutbestandteilen durch Zentrifugation getrennt.
Anschliellend wurden die Proben in Flussigstickstoff gefroren und in einem

Kihlschrank bis zur Analyse bei -80°C gelagert.
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Mit Hilfe eines auf magnetic beads basierenden Analysesystems - Luminex® -
wurden die Zytokinprofile bestimmt. Hierbei wurden die Spiegel der Interleukine IL-113,
IL-2, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, das Interferon IFNy und der
Tumornekrosefaktor TNFa gemessen. Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des
Luminex Technology Analyzer und der BioPlex Manager Software (Bio-Rad,
Mississauga, ON, CA).

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Statistiksoftware GraphPad
PRISM 9 durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie und der
Zytokinanalysen wurden zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
getestet und anschlief3end mit einer One-way ANOVA auf Signifikanzen Uberpruft. Das
Gewicht der Tiere an Tag eins und zwei des Experiments wurde mittels gepaartem
t-Test auf Signifikanz Uberprift. Die grafischen Abbildungen wurden mit Hilfe von
GraphPad PRISM 9 und Microsoft Excel 2016 erstellt.

45



Ergebnisse

4  Ergebnisse
4.1 Schlaganfall

4.1.1 Schlaganfall - Score

Neurologic Severeness Score (NSS)

[

Abb. 12. Schlaganfall Score - Neurologic Severeness Score (NSS) nach Longaetal. (173).
N=40. Klinische Evaluation der Schwere neurologischer Symptome mittels Scores von 0 bis 5
nach Induktion eines Hypoxisch-lschamischen (HI) Schlaganfalls. Je héher der Score, umso
ausgepragter die Symptomatik. Grin, 32,5% der Tiere hatten keine Symptome (Score 0).
Blau, 55% der Tiere wurden verwendet fur die Untersuchung mittels Intravitalmikroskopie

(Score 1, 2, 3 und 4), jedoch Score 2 und 3 hierbei bevorzugt. Rot, 12,5% der Tiere Uberlebten
die Induktion des Schlaganfalls nicht (Score 5).

Dargestellt ist ein Kreisdiagramm des Schlaganfall - Scores (NSS) 24 Stunden
nach Schlaganfallinduktion. Fast dreiviertel der Tiere hatten beobachtbare Symptome.
Bei 5 Tieren waren die Symptome so stark, dass diese vor der IVM euthanasiert
wurden. 13 Tiere zeigten keine Symptome. 22 Tiere (blaue Farbung) wurden den IVM-
Untersuchungen zugeordnet. Makroskopisch wurden 35 Tiere mit Vitalfarbung (TTC
s.u.) auf Folgen des Schlaganfalls untersucht.
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4.2.2 Schlaganfall - Volumen

Vergleich der Schlaganfallvolumina
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Abb. 13. Volumen - Schlaganfall in mm?3. Mittelwert + SD; N=6. Gruppen Schlaganfall:
HI - HI-Kontrollgruppe, HI-LPS - HI-LPS-Gruppe, HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe.

Das Schlaganfallvolumen nach HI in den jeweiligen Schlaganfallgruppen ist

dargestellt. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der berechneten

Volumina.
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4.1.2 Schlaganfall - Gewichtsverlust

Vergleich Gewicht Tag 1 und 2
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Abb. 14. Vergleich Gewichtsverlust. 24h nach Scheinoperation oder Schlaganfallinduktion
in Gramm (g). Mittelwert + SD. N=6. Scheinoperation: CON - schein-operierte-Kontrollgruppe
p > 0,05 und LPS - LPS-Kontrollgruppe p > 0,05. Schlaganfall Induktion: HI - HI-Kontrollgruppe
p < 0,05, HI-LPS - HI-LPS-Gruppe p < 0,05, HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe
p < 0,05. Die Messungen wurden zur gewichtsadaptierten Applikation von Anasthetika am
Tag 1 und 2 vorgenommen.

Die Gewichtskontrolle am Tag 1 wurde vor Beginn jeglicher experimenteller
Massnahmen vollzogen. Am Tag 2 erfolgte die Messung vor Narkose und IVM. Es
konnte ein signifikanter Unterschied mit Gewichtsabnahme bei den Tieren in den
Gruppen zur Schlaganfallinduktion (HI, HI-LPS, HI-LPS-AM630) festgestellt werden.
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4.2 Mikroskopie

4.2.1 Leukozytenadharenz

V1 - Leukozytenadhérenz
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Abb. 15. Leukozytenadhdrenz - Venolen 1. Grades. Mittelwert + SD; N=6.

CON - schein-operierte Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontroligruppe. HI - HI-Gruppe.
HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON. #p<0,05
vs. LPS.

Fur die Leukozytenadharenz der Venolen 1. Grades zeigten die Zahlungen
einen signifikanten Unterschied der schein-operierten-Kontroligruppe (CON) und der
LPS-Kontrollgruppe (LPS), wobei die Anzahl adharierender Leukozyten sich mehr als
verzehnfachte. Ebenfalls zeigten sich deutliche Unterschiede der LPS - Gruppe zu den
drei Schlaganfallgruppen (HI, HI-LPS, HI-LPS-AM630). Die schein-operierte-
Kontrollgruppe (CON) wies zur Schlaganfall - Kontrollgruppe keine Unterschiede auf.
Die Reaktion auf die LPS-Gabe in den Schlaganfallgruppen zeigte eine verringerte
Anzahl von adharenten Leukozyten um etwa ein Viertel, in der Behandlungsgruppe mit

AMG30 sogar tendenziell weniger.
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V3 - Leukozytenadhérenz

800~ *
°
600~ *
N
E 4001 +
E #
200~ T
#
L.
> ) QD S N
RS 7 ©
Sl o
Q
N
X

Abb. 16. Leukozytenadhdrenz - Venolen 3. Grades. Mittelwert + SD; N=6.
CON - schein-operierte Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontroligruppe. HI - HI-Gruppe.
HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05
vs. LPS, ¢p<0,05 vs. HI, +p<0,05 vs. HI-LPS.

Die adharierenden Leukozyten der Venolen 3. Grades zeigten verschiedene
Signifikanzen in den Gruppenvergleichen. So konnte ca. eine Verfunffachung der
Anzahl der Leukozyten nach LPS-Gabe (LPS-Kontrollgruppe) im Vergleich zur
schein-operierten Kontrollgruppe (CON) dargestellt werden. Deutlich war ebenfalls die
Leukozytenadharenz nach Schlaganfall und Endotoxin-Gabe (HI-LPS) ausgepragt,
verglichen mit der schein-operierten Kontroligruppe (CON). CON und die
HI-Kontrollgruppe (HI) zeigten keine Unterschiede im Vergleich. Nach Behandlung mit
dem CB2 - Rezeptor Antagonisten AM630 (HI-LPS-AM630) prasentierte sich ein
erheblicher Riuckgang der adharierenden Leukozyten im Vergleich zur HI-LPS-Gruppe
(HI-LPS).
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4.2.2 Leukozytenroller-Flow

V1 - Leukozytenroller-Flow
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Abb. 17. Leukozytenroller-Flow - Venolen 1. Grades. Mittelwert + SD; N=6.

CON - schein-operierte Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe.
HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. ¢ p<0,05 vs. HI.

Die Anzahl der an der Endothelwand entlangrollenden Leukozyten fur die
Venolen 1. Grades war fir die schein-operierte-, LPS- und die HI-Gruppe vergleichbar.
Hingegen zeigten sich vermehrt rollende Leukozyten an der Endothelwand in der
HI-Gruppe (HI), verglichen mit der HI-LPS-Gruppe (HI-LPS). Tendenziell wurde dieser
Effekt in der Behandlungsgruppe wieder ausgeglichen, ohne jedoch einen
signifikanten Unterschied abzubilden (HI-LPS vs. HI-LPS-AM630).
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V3 - Leukozytenroller-Flow
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Abb. 18. Leukozytenroller-Flow - Venolen 3. Grades. Mittelwert + SD; N=6.

CON - schein-operierte Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontroligruppe. HI - HI-Gruppe.
HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON,
#p<0,05 vs. LPS, *p<0,05 vs. HI.

An der Endothelwand war eine ungefahr 3-fache und damit signifikant erhohte
Anzahl an ,rollenden” Leukozyten in der HI-Kontrollgruppe (HI) im Vergleich zur
schein-operierten- und zur LPS-Kontrollgruppe zu sehen. Hingegen war das Rollen
der Leukozyten in der HI-LPS-Gruppe im Vergleich zur HI-Gruppe reduziert. Mit
AM630 (HI-LPS-AM630) zeigte sich tendenziell eine Erhéhung der Anzahl der
rollenden Leukozyten im Vergleich zur HI-LPS-Kontrollgruppe (HI-LPS).
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4.2.3 Funktionelle Kapillardichte (FCD)

Mukosa - Funktionelle Kapillardichte (FCD)
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Abb. 19. Funktionelle Kapillardichte der Mukosa (FCD). Mittelwert £ SD; N=6.
CON - schein-operierte Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontroligruppe. HI - HI-Gruppe.
HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON,
#p<0,05 vs. LPS, +p<0,05 vs. HI-LPS.

Es konnte auf mukosaler Ebene demonstriert werden, dass nach
LPS-Administration eine signifikante Abnahme der funktionellen Kapillardichte zu
beobachten war (CON vs. LPS). In der HI-Gruppe (HI) allein war keine Veranderung
der Kapillardurchblutung im Vergleich zur schein-operierten Kontrollgruppe (CON) zu
verzeichnen. Mit dem Endotoxin nahm die FCD der Mukosa der HI-LPS-Gruppe im
Vergleich zu den schein-operierten Tieren wiederum deutlich ab. Dieser Effekt zeigte
sich in der Behandlungsgruppe verglichen der LPS-Kontrollgruppe stark reversibel
(HI-LPS-AM630 vs. LPS). Zudem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der
HI-LPS-Gruppe (HI-LPS) und der Behandlungsgruppe (HI-LPS-AM630) festgestellt

werden.
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Muscularis — Funktionelle Kapillardichte (FCD)

200-
+
150+
. T
§ 'r ®
100- #
50 T
SR ST
o) ] ] 3
(&) % @,\/%'v.&
<Q
N
X

Abb. 20. Funktionelle Kapillardichte der Muscularis (FCD). Mittelwert £+ SD; N=6.
CON - schein-operierte Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontroligruppe. HI - HI-Gruppe.
HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. #p<0,05 vs. LPS,
*p<0,05 vs. HI, +p<0,05 vs. HI-LPS.

Die funktionelle Kapillardichte der HI-LPS-Gruppe (HI-LPS) auf der Ebene der
intestinalen Tunica muscularis nahm im Vergleich zur CON-, LPS- und
HI-Gruppe deutlich ab. Dieser Unterschied zeigte sich in der Behandlungsgruppe
(HI-LPS-AM630) nicht, jedoch war deren Perfusion im Vergleich zur
HI-LPS-Gruppe deutlich gesteigert. Es konnten keine Perfusionsunterschiede

zwischen den Kontrollgruppen CON, LPS und HI festgestellt werden.
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Abb. 21. Zytokine - Interleukin-1B. Mittelwert £+ SD; N=3-4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

Der Interleukin-1p-Spiegel war nach LPS-Gabe bei Versuchstieren ohne HI
signifikant erhoht. Die HI-Gruppe selbst zeigte keine erhdohten Werte (signifikant
niedrigere Werte als in der LPS-Gruppe ohne HI). Trotz LPS-Challenge blieben die
Spiegel bei HI-Tieren niedrig (HI-LPS). AM630-Gabe flhrte zu keiner weiteren
Veranderung bei HI-Tieren mit LPS-Gabe (HI-LPS-AM630).
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Abb. 22. Zytokine - TNFa. Mittelwert £ SD; N=4. CON - schein-operierte Kontrollgruppe.
LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 -
HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

Fir TNFa konnte ein signifikanter Anstieg nach LPS-Gabe im Vergleich zur
schein-operierten Kontrollgruppe festgestellt werden (CON vs. LPS). Die TNFa -
Messung der HI-Gruppe (HI) und Schein-operierte-Kontrollgruppe (CON) wiesen ein
ahnliches Niveau auf. Im Gegensatz zu den Tieren ohne Schlaganfall erzeugte die
Endotoxin-Gabe bei HI-Tieren (HI-LPS) keinen signifikanten Anstieg der TNF-Spiegel.
AM630-Gabe flhrte zu keiner weiteren Veranderung bei HI-Tieren mit LPS-Gabe
(HI-LPS-AM630).
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Interleukin-6
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Abb. 23. Zytokine - Interleukin-6. Mittelwert + SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

Interleukin-6 zeigte sich im Vergleich zur schein-operierten Kontrollgruppe
(CON) in der LPS-Kontroligruppe (LPS) signifikant gesteigert. Die HI - Gruppe (HI)
prasentierte ahnliche Werte wie die Gruppe der schein-operierten Tiere (CON), jedoch
deutlich geringere Interleukin-6 Spiegel als in der Endotoxin - Gruppe (LPS). Im
Vergleich zur HI-Gruppe zeigten die Gruppen HI-LPS und HI-LPS-AM630 tendenziell

einen hdoheren Spiegel am gemessenen Zytokin.
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Abb. 24. Wachstumsfaktor - GM-CSF. Mittelwert + SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

Der Wachstumsfaktor GM-CSF war im Vergleich zur schein-operierten-
Kontrollgruppe (CON) in der LPS-Kontroligruppe (LPS) deutlich messbar erhdht.
Dieser Anstieg nach LPS-Gabe war auch in den beiden Schlagafall-Gruppen - HI-LPS
und HI-LPS-AM630 im Vergleich zur Kontrollgruppe (CON) signifikant, allerdings nicht
im Vergleich zur Schlaganfall-Gruppe ohne LPS (HI).
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Abb. 25. Zytokine - Interleukin-2. Mittelwert + SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

Die Interleukin-2 - Ausschuttung prasentierte sich in der Endotoxin - Gruppe in
Bezug auf die Kontroligruppe (CON) und die der HI-Kontrollgruppe (HI) als signifikant
gesteigert. Die HI-LPS-Gruppe (HI-LPS)

und die HI-LPS-AM630-Gruppe
(HI-LPS-AM630) zeigten keine signifikannten Unterschiede zu den Kontrollgruppen.
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Interferon-y
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Abb. 26. Interferon-y. Mittelwert £+ SD; N=4. CON - schein-operierte Kontrollgruppe.

LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe. HI-LPS-AM630 -
HI-LPS-AM630-Gruppe.

Fur Interferon-y waren keine signifikanten Unterscheide zwischen den
Versuchsgruppen festzustellen.
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Abb. 27. Zytokine - Interleukin-10. Mittelwert £ SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, ¢p<0,05 vs. HI.

Im Vergleich zur schein-operierten Kontrollgruppe (CON) und der
HI-Kontrollgruppe (HI) war der Interleukin-10-Spiegel fur die Behandlungsgruppe

deutlich erhdht (HI-LPS-AM630). Die Kontrollgruppen untereinander zeigten keine
signifikanten Unterschiede.
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Interleukin-12p40
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Abb. 28. Zytokine - Interleukin-12p40. Mittelwert + SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

FUr Interleukin-12p40 lie3en sich in den Gruppenvergleichen keine signifikanten

Unterschiede finden. Jedoch zeigte sich der Spiegel fir die Endotoxin - Gruppe
tendenziell hdher als die der anderen Gruppen.
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Interleukin-12p70
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Abb. 29. Zytokine - Interleukin-12p70. Mittelwert + SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

Der Interleukin-12p70 - Spiegel ergaben deutliche Unterschiede in der
Endotoxin - Gruppe (LPS), verglichen mit der schein-operierten Kontrollgruppe (CON).
Ein signifikanter Unterschied konnte in der HI-Gruppe (HI) verglichen mit der
LPS-Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Schlaganfall-Gruppen (HI, HI-LPS,
HI-LPS-AM630) zeigten keinen statistischen Unterschied verglichen mit den

schein-operierten Tieren (CON), auch nicht nach LPS-Gabe.
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Abb. 30. Zytokine - Interleukin-13. Mittelwert SD; N=4. CON - schein-operierte
Kontrollgruppe. LPS - LPS-Kontrollgruppe. HI - HI-Gruppe. HI-LPS - HI-LPS-Gruppe.
HI-LPS-AM630 - HI-LPS-AM630-Gruppe. *p<0,05 vs. CON, #p<0,05 vs. LPS.

+

Das Interleukin-13 prasentierte signifikante Unterschiede der schein-operierten
Kontrollgruppe (CON) und der

LPS-Kontrollgruppe (LPS). Die
HI-Kontroligruppe (HI) und die HI-LPS-AM630-Gruppe (HI-LPS-AM630) wiesen im

Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe (LPS) verminderte Interleukin-13 - Spiegel auf.
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5 Diskussion

5.1 Uberblick

Die Etablierung eines Tiermodells zur Untersuchung der Immunfunktion nach
Schlaganfall war Ziel dieser Arbeit. In einem 2-Stufenexperiment konnte die
Immunreaktion nach Endotoxinchallenge und Modulation des Endocannabinoid-
systems untersucht werden. Als immunologische Parameter wurde zum einen die
Leukozytenaktivierung in der peripheren Mikrozirkulation und zum anderen die

systemische Zytokinfreisetzung betrachtet.

5.2 Das hypoxisch - ischamische Schlaganfallmodell

5.2.1 Schlaganfall - Induktion

Das Schlaganfall-Modell sollte zwei Bedingungen erflllen: zum einen sollte der
Schlaganfall sicher zu induzieren sein und zum anderen einen substanziellen
Parenchymdefekt in der grauen und weilen Substanz ausbilden. Zur Orientierung

wurde das anoxisch-ischamische Modell von Levine et al. (1970) verwendet.

Die Ischamie konnte in dieser Arbeit mittels Ligation und Durchtrennung, bei
guter anatomischer Auffindbarkeit der linken A. carotis communis, innerhalb von 10
Minuten unter Isofluran-Narkose erzeugt werden. Nach Ligation der Arterie wurden die
Tiere nach einer Erholungsphase =zusatzlich hypoxischem Stress mit einem
Gasgemisch von anteilig 8% Sauersoff ausgesetzt. Die in einem Glaszylinder
platzierte Versuchskohorte wurde hierzu zuvor in ein Wasserbad von physiologischer
Korpertemperatur gesetzt, um normotherme Werte der Tiere vorauszusetzen,
wodurch eine Neuroprotektion durch Hypothermie vermieden wurde. In dieser Arbeit
zeigte sich im C57BL/6-Mausmodell (Gewicht 23 bis 26g) die Ligation der A. carotis
communis sinistra mit hypoxischer - Hypoxie, bei kontinuierlichem Austausch des
Gasgemisches im Glaszylinder Uber eine Zeitdauer von 35 Minuten, erfolgreich zur
Ausbildung eines hypoxisch - ischamischen (HI) Schlaganfalls.

Bisher dienten hypoxisch-ischamische Ratten-, aber auch Mausmodelle der

Untersuchung der infantilen Cerebralparese (ICP). Orientierend am hypoxisch-
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ischamischen Neonatal-Modell von Rice-Vannucci et al. (194) aus dem Jahr 1981 ist
dieses standig weiterentwickelt worden - mit unterschiedlichen Stammen und Alter der
Versuchstiere, verwendeter Anasthetika, Seite der Ligation, Dauer der Hypoxie und
verwendeter Gasgemische (195). Neonatale Mausmodelle mit der in dieser Arbeit
verwendeten C57BL/6-Maus zeigten eine intermediare Vulnerabilitdt gegenuber HI
(196) und eine praferentielle proinflammatorische Immunantwort TH1/TH17 - 7 Tage
nach Induktion (197).

Die Wahl, den Blutfluss der rechten oder linken Arterie zu unterbinden, wurde
anfangs durch die Frage begleitet, wo die Ubergeordneten Zentren des autonomen
Nervensystems zu finden seien. Dirnagl et al. (2007) merkten an, das multiple
Kausalitaten wie ,- eine unspezifische Stressantwort; - durch den ZNS-Defekt
verédnderte neuronale Signale; und auch - eine lokale, im ZNS befindliche
Inflammation® als Ausloser fur SIDS berucksichtigt werden mussten (37). Hierbei
bezog sich der Autor u.a. auf die Lateralisierung des vegetativ-autonomen
Nervensystems. Die Literatur liefert hierzu Hinweise fur die Organisation des
autonomen Nervensystems, dessen Reaktivitat und Regulation in einer funktionellen
Spezialisierung der Hemispharen abgebildet ist (198). Nach Wittling et al. (1995)
beziehen sich sogenannte Lateralisationseffekte auf verschiedene somatische
Reaktionssysteme, die sich sowohl auf hormoneller als auch auf immunologischer
Ebene prasentieren. Demnach gabe es Hinweise, dass die linke Hemisphare mittels
vagaler Efferenzen sympathoexzitatorische Funktionen der rechten Hemisphare
reguliert, entsprechend dem Verstandnis des autonomen Nervensystems, das sich
Sympathikus und Parasympathikus gegenseitig beeinflussen (199). Die Forschung ist
zu den Erkenntnissen der vagalen Efferenzen weniger eindeutig als zur Rolle der
autonom-sympathischen Kontrolle, welche der rechten Hemisphare zugeschrieben
wird (198). Experimente an Ratten mit rechtsseitiger Lasion wiesen eine reduzierte
Herzfrequenz, einen niedrigen Blutdruck und eine geringere Plasmakonzentration von
Noradrenalin auf (198, 200). Ein weiteres Experiment mit Verschluss der rechten
A. cerebri media (MCAO) zeigte reduzierte Mengen von Noradrenalin bilateral im
Kortex und aulerdem im Locus coeruleus des Gehirns (201). Diese Untersuchungen
und andere untermauern die Lateralisierungstheorie. Die vorwiegend hemispharisch
gesteuerte sympathische Kontrolle lasst die Annahme zu, dass bei einer Schadigung
der linken Gehirnhalfte die Balance des autonomen Nervensystems zugunsten des
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sympathischen Anteils verschoben wird, mit Einschrankung des parasympathischen

Gegenspielers.

Jedoch konnte gegenteilig bei Patienten mit Infarkten, insbesondere der rechten
Insula, ein erhodhter Noradrenalin-Spiegel im Plasma gemessen werden, was
wiederum eine Beteiligung der rechten Hirnhalfte an der Sympatikusaktivierung nicht
ausschlief3t (202).

Die Stressantwort wird nicht nur durch die Aktivierung des sympathischen
autonomen Nervensystems beeinflusst, sondern auch durch die Hypothalamus -
Hypophysen - Nebennierenrinden - Achse (HHNA) und ist somit hinweisgebend dafr,
dass die linke Hemisphare die Modulation der Kortisolsekretion der rechten
Hemisphare inhibiert. Nach einer unilateralen Hirnschadigung koénnen diese
physiologischen Reaktionsanteile gestort sein (198). Harms et al. (2011) brachten
Lasionen des Kortex des Versorgungsgebietes der A. cerebri media mit erhdhten

Spiegeln von Metanephrinen in Verbindung (203).

Neben kortikalen Strukturen zeigte sich insbesondere das vegetative Zentrum,
- der Hypothalamus - im anoxisch-ischamischen Modell von Levine et al. (1970),
vulnerabel nach Ischamie und Anoxie. Fast alle Tiere hatten hier einen histologisch
nachweisbaren Schaden erfahren. Gemal Levine et al. fuhrt Stickstoffmonoxid mit
zusatzlichem Sauerstoff nicht zu einem gewlnschten Grad der ,Anoxie”. Erst nach
einer Exposition von Stickstoffmonoxid fur 10 Minuten wurde mit der Bewusstlosigkeit
der Ratte der gewlinschte Grad der ,Anoxie” erreicht. Mit gelegentlicher Beimengung
von Luft, abhangig von der Atemfrequenz, konnte das Tier in einem stabilen Rahmen
fur die erforderlicher Dauer (10-45 Minuten) zur Ausbildung eines Schlaganfalls nach
Ligation gebracht werden. Das Experiment von Levine et al. beschreibt retrospektiv
beurteilt jedoch eine anoxische Hypoxie und keine anoxische Anoxie. Den Ratten
wurde etwa 10 Minuten bis zum Eintritt der Bewusstlosigkeit die anoxischen Gase NO
oder N2 allein verabreicht. Um diesen Zustand aufrechtzuerhalten, wurde den Tieren
zur Verhinderung von Apnoe und Arousal, orientierend an der Atemfrequenz, entweder
Luft oder Stickstoffmonoxid zugefiihrt. - Durch den erhaltenen Kreislauf mit spontanem
Atemantrieb ist somit nicht von einer Anoxie - dem vollstandigen Fehlen von Sauerstoff
im Gewebe - auszugehen. Die Induktion des Schlaganfalls wurde durch anoxische
Gase mit nachfolgenden hypoxischen Kreislauf (Hypoxie) erreicht.
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Die Forschung zum stroke-induced immunodepression syndrome (SIDS)
erfolgte bisher vor allem am Filament-Modell mit permanentem oder temporarem
Verschluss der A. cerebri media (Middle Cerebral Artery Occlusion - MCAQ) - mit
Induktion eines ischamischen Schlaganfalls (204, 205) und primarer Schadigung des
Neokortex und Striatums (206).

Ausgehend vom Konzept der Lateralisation (s.0.) und der wechselseitigen
hemispharischen Steuerung des autonomen Nervensystems ist anzunehmen, dass
eine interhemispharische Schadigung zur Induktion einer autonomem Fehlfunktion
nach Schlaganfall fuhrt. Man koénnte demnach annehmen, dass die
Kommissurenbahnen durch das Schlaganfallmodell geschadigt werden massen, damit
es zur Ausbildung des SIDS kommt. Aufgrund der umfangreichen Hirnschadigung, die
graue und weile Substanz betreffend, ist dies a.e. durch das HI-Modell erfullbar.
Demgegenulber scheint das Filament-Modell bekanntlich zwar ebenfalls ein SIDS
auszubilden, hat jedoch einen mehr lokalen Schadigungscharakter. Die Ausdehnung
des Infarktes ist jedoch unter Umstanden wichtig bei der Betrachtung der Auspragung
der erworbenen Immundepression. Ein groRerer Infarkt und damit umfangreicherer
immunologischer Einfluss auf den Organismus qualifiziert das
HI-Modell zur Untersuchung des SIDS. Ein tieferes - lokales Verstandnis der
hemispharischen Kommunikation des autonomen Nervensystems und deren
neuroimmunologischen Funktion ist unter Umstanden zur Beurteilung, welches
Schlaganfallmodell in Zukunft zur Untersuchung des SIDS praferiert werden soll,
wichtig. Man kann in dieser Arbeit feststellen, dass die Schadigung der linken

Hemisphare im HI-Modell zum SIDS in dieser Arbeit fihrte.

5.2.2 Schlaganfall - Score

Nach 24 Stunden erfolgte in unserer Versuchsreihe die klinische Kontrolle der
Versuchstiere durch den - Neurologic Severity Score (NSS) - nach Longa et al. (1989),
um die Induktion des Schlaganfalls zur Sicherstellung der Infarktausbildung vor

experimenteller Intravitalmikroskopie zu objektivieren.

Mit einer Skala von 0 - keine Symptome, Uber 3 - schweres neurologisches
Defizit, bis 5 - Tod des Tieres, zeigten sich bei insgesamt 40 Tieren, 22 (55%) mit
einem Score von 1-4, welche den Schlaganfallgruppen und dem Protokoll fur die
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Intravitalmikroskopie zugeordnet wurden. 13 (32,5%) Tiere hatten keine Symptome
(Score 0) und 5 (12,5%) Tiere Uberlebten die Induktion des Schlaganfalls an Tag 1
nicht (Score 5). 5 Tiere wurden bei klinisch schlechtem Zustand an Tag 2 euthanasiert,
6 Tiere starben wahrend des Injektionsprotokolls und 6 wahrend der
Intravitalmikroskopie. Insgesamt wurden 18 (45%) Versuchstiere, je N=6, den

Schlaganfallgruppen zugefuhrt.

Die mit ,,0“ bewerteten Tiere zeigten zwar klinisch keinen, morphologisch jedoch
einen ausgepragten Schlaganfall, welcher durch Vitalfarbung sichtbar gemacht
werden konnte. Ein Schlaganfall Score von 0 Punkten muss nicht heil3en, dass kein
Schlaganfall aufgrund von negativen klinischen Symptomen vorhanden ist. Bei
Patienten mit einem NIHSS von 0 Punkten konnten bildmorphologisch Infarkte
nachgewiesen werden (207). Auch sind bei dynamischer Symptomatik der Zeitpunkt
der Untersuchung, die Testbedingungen, aber auch die Erfahrung des Untersuchers
wichtig fur die Kkorrekte Beurteilung der klinischen Symptome. Akut-
Schlaganfallpatienten werden klinisch in engen Zeitintervallen, z.B. mit NIHSS
beurteilt. In dieser Arbeit hingegen wurde der Schlaganfall - Score (NSS) nur einmalig
bestimmt, was den dynamischen Symptomen in der Klinik nicht ausreichend gerecht
wird und somit vermutlich kein ausreichend valides Ergebnis des Syndroms nach
Schlaganfall abbildet. Mehrere Messungen in definierten Intervallen, wie sie auch
Longa et al. (1989) in seiner Arbeit vornahm, kdnnten den hier angewandten NSS
valider in Bezug auf eine mdgliche Korrelation zum Schlaganfall-Volumen machen.
Dass es einen moglichen Zusammenhang zwischen Schlaganfall und Score gibt,
konnte bereits zeitpunktspezifisch anhand von MRI-Bildgebung und NIHSS gezeigt
werden (208).

Longa et al. (1989) verwendeten den Score zur klinischen Verlaufsbeurteilung
nach permanenter oder zeitlich begrenzter MCAO an Ratten. Analog hierzu wird der
NIHSS zur klinischen Verlaufsbeurteilung bei Schlaganfallpatienten in der Akutphase
in Kliniken angewandt. In dieser Arbeit war das klinische Assessment ein wichtiges
Bindeglied der Experimente von Tag 1 zu Tag 2. Die einzelnen Schlaganfallgruppen
unterschieden sich nicht signifikant voneinander beziglich der Scores. Hinsichtlich
Schlaganfall-Ausmal} konnten bereits Korrelationen zu Outcome und der
Konzentration von Metanephrinen im Blut gemacht werden (150).
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5.2.3 Schlaganfall - Farbung und Vermessung

Post mortem wurden die Gehirne der Schlaganfalltiere mittels TTC (2%) gefarbt,
um die Schlaganfallgrosse vermessen zu konnen. Joshi et al. (2004) lieferten
Hinweise, dass eine Konzentration von 0,05% zur guten Abgrenzbarkeit des
Infarktgebietes ausgereicht haben und so auch unspezifische Farbungen der weil3en
Substanz unter héheren Konzentrationen vermieden werden konnten. Dennoch zeigte
sich eine starke Korrelation der Schlaganfallgrossen niederer und hdherer
Konzentrationen (209). Demnach kann von einer guten Bestimmbarkeit der
Schlaganfallgrosse mit 2% TTC ausgegangen werden. Vitale Zellen farbten sich durch
Formazan rot und tote Zellen blieben weil3. Zur validen und standardisierten Messung
der tatsachlichen Ausdehnung des Schlaganfalls, musste die Penumbra - ,tissue at
risk“ - abgegrenzt und das Odem aus den gemessenen Flachen berechnet werden.
Hierzu wurde eine standardisierte Methode zur Beurteilung der Ausdehnung der
Penumbra in dieser Arbeit mit ImageJ entwickelt. Es prasentierten sich keine

signifikanten Unterschiede im Vergleich der Gruppen und deren Kerninfarktgebiete.

Von den 40 Tieren der Schlaganfallexperimente wurden 35 Tiere post mortem,
auch wenn diese das vollstandige Protokoll des 2. Tages nicht erflllten, mit
Vitalfarbung auf das Vorhandensein eines Schlaganfalls geprtft. Bei allen Tieren die
den Schlaganfallgruppen zugeordnet wurden, konnte ein Schlaganfall mittels Farbung
nachgewiesen werden. Hierbei war bei 30 (85%) Tieren ein Infarkt nachgewiesen
worden, bei 5 (15%) der Tiere makroskopisch nicht. Die Schwankungsbreite kdnnte
mit interindividuellen Blutdruckschwankungen mit Aufhebung des Bayliss-Effekts
durch lokale Faktoren an den glatten Muskelzellen, wie pH-Wert-Anderung und
Kaliumschwankungen, erwartbar durch die hypoxisch-ischamische Schadigung des
Hirnparenchyms, aufgetreten sein. Zudem ist einen Stérung der Gefassregulierung
durch das autonome Nervensystem zu diskutieren (210). Ein weiterer Faktor kdnnten

anatomische Variationen des Circulus arteriosus willisii sein (211).

5.3 Intravitalmikroskopie

Mit Hilfe der intestinalen Intravitalmikroskopie wurden die periphere

Leukozytenaktivierung und die damit zusammenhangende Kapillarperfusion zur
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Charakterisierung der Immunfunktion nach Endotoxinchallenge bei Schlaganfall
untersucht. Die Intravitalmikroskopie wurde 24 Stunden nach der Scheinoperation

oder Schlaganfallinduktion durchgefuhrt.

Mit der intraperitonealen Applikation von 5 mg/kg LPS konnte eine
standardisierte Methode zur Ausbildung einer akuten Entzindungsreaktion
angewendet werden. Nach Aktivierung der Enziundungskaskade (TLR 4, NF-kB)

wurde durch LPS eine proinflammatorische Zytokinantwort beobachtet (212, 213).

5.3.1 Leukozytenfunktion - CON und LPS

Die Endotoxin-Kontroligruppe (LPS) prasentierte einen signifikanten Anstieg
der Anzahl adhéarierender Leukozyten in den Sammelvenolen (V1) und den
postkapillaren Venolen (V3) der intestinalen Submukosa im Vergleich zur schein-
operierten Kontrollgruppe (CON). Diese LPS-induzierte Leukozytenaktivierung in der
Mikrozirkulation verschiedener Organe wurde bereits mehrfach beschrieben
(17, 186, 214, 215).

Scheinbar paradoxerweise zeigten einige Publikationen eine vermindertes
Rollingverhalten der Leukozyten nach LPS-Gabe (z.B. Burkovskiy et.al. (2016)). Dabei
wird bei steigender fester Leukozytenadharenz von einer inversen Proportionalitat
ausgegangen. Dieser Effekt konnte in dieser Arbeit nicht abgebildet werden. Im
Vergleich zur Arbeit von Burkovsky et al. (2016), in welcher ein signifikant hoherer
Leukozytenroller-Flow in der Kontrollgruppe als in der LPS-Gruppe zu beobachten
war, wurde die Intravitalmikroskopie der LPS-Kontroligruppe (LPS) eine Stunde
- und nicht - zwei Stunden nach i.p. Applikation des LPS durchgefihrt, was die
Unterschiede erklaren konnte. Des Weiteren konnen nicht im Detail beschriebene
Unterschiede in der Versuchsmethode, insbesondere unterschiedliche chirurgische
Invasivitat zu den Unterschieden beigetragen haben (216—-221). Ein weiterer Grund fur
einen abweichenden Leukozytenroller-Flow in den Kontrollgruppen konnte die Gabe
von Ketoprofen i.p. als Analgetikum nach Scheinoperation sein. In einer Studie zur
Leukozytenmigration nach intrapleuraler Injektion von Carageenan zeigte Ketoprofen
im Vergleich zu Indometacin eine verminderte Leukozyten-Migration (222). Jedoch
wurde das antiphlogistisch wirkende Medikament auch bei allen Tieren in der Arbeit
von Burkovskiy et al. (2016) i.p. verabreicht. Der Einsatz von antiphlogistisch
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wirkenden Analgetika ist im Blick auf die Leukozytenmigration kritisch zu hinterfragen

und in zukunftigen Arbeiten zu vermeiden.

5.3.2 Leukozytendysfunktion - Hl und HI-LPS

Der Einfluss des Schlaganfalls auf die Leukozyten-Endothel-Interaktionen ist
komplex. Fur die physiologische Immunreaktion nach Infektion sind funktionsfahige
Leukozyten in adaquater Anzahl und die koordinierte Ausbildung von
Adhasionsmolekulen an Endothel und Leukozyt notwendig, um die Extravasation ins
Interstitium, zum Ort der Entzindung, zu erméglichen. Hierbei spielen Zytokine fur die

Orchestrierung der Immunreaktion eine wichtige Rolle.

Bisher konnte in der Literatur ein deutlicher Zusammenhang zwischen
neuroendokriner Reaktion in Abhangigkeit von der Schlaganfallgrésse beobachtet
werden. Hierbei kommt es zu einer massiven Glukokortikoid- und
Katecholaminfreisetzung (150). Andere Untersuchungen zeigten zudem, dass diese
neuroendokrinen Veranderungen nach Schlaganfall zu einer Dysfunktion und
Apoptose von Leukozyten und veranderten Bildung von Adhasionsmolekilen flihren
(43, 155-157). Eine Stoérung des vegetativ-hypothalamischen Zentrums oder eine
Hypophyseninsuffizienz aufgrund der Gehirnschwellung nach Infarkt kann
angenommen werden. Bondanelli et al. (2010) gehen davon aus, dass bis zu einem
Drittel der Patienten mit ischamischem Schlaganfall kurz- oder langfristige Stérungen
der Hypophysenfunktion aufweisen (223). In diesem Experiment kdnnte dafir eine
deutliche Gewichtsabnahme innerhalb von 24 Stunden nach Induktion des
Schlaganfalls hinweisgebend sein. Nach Schlaganfall kommt es per se durch die

starke Stressreaktion zu einem erhohten Grundumsatz.

Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen dieser Arbeit konnten erstmals
in vivo die Leukozytendysfunktion nach Schlaganfall und Endotoxinchallenge im
Tierexperiment abbilden. Als immunologische Parameter wurden adhérierende und
rollende Leukozyten untersucht. Zudem wurden immunologische Botenstoffe - die
Zytokine - bestimmt. Die IVM erfolgte 24-Stunden nach Induktion des Schlaganfalls
bei zuvor klinisch evaluierten Tieren mit bestatigter Neurologie.
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Hierbei konnte in den Daten der Schlaganfall-Kontrollgruppen (HI) fur die
Sammelvenolen (V1) und postkapillaren Venolen (V3) ohne LPS-Challenge kein
Unterschied zur schein-operierten Kontrollgruppe (CON) erhoben werden. Es scheint,
dass bei ahnlichen Zahlen adharierender Leukozyten die Kontrollgruppen denselben
immunologischen Status abbilden, trotz unterschiedlicher ,Traumata“® nach
Scheinoperation - mit Darstellung der ACC und Vagusisolation (CON) und
tatsachlichem hypoxisch-ischamischen Schlaganfall (HI). Diese Beobachtung konnte
auch in der Arbeit von Burkovskiy et al. (2016) gemacht werden. Die Operationswunde,
die alle Tiere dieser Arbeit erhielten, zeigte demnach keinen Einfluss auf die

Adharenzen der V1 - und V3 - Venolen im Intestinum.

Demgegenluber konnte in der Schlaganfallgruppe mit LPS-Challenge
(HI-LPS) fur adharierende Leukozyten in den Sammelvenolen (V1) im Vergleich zur
Endotoxinkontrolle (LPS) eine signifikant verminderte Anzahl von adharierenden
Leukozyten beobachtet werden. Hieraus wurde, im Sinne einer sekundaren
Immundefizienz  (SIDS), der veranderte Immunstatus nach Schlaganfall
deutlich. Diese  Beobachtung wurde in der Vergleichsarbeit von
Burkovskiy et al. (2016) fur die Gruppe HI-LPS bestatigt.

Die adharierenden Leukozyten der V3 - Venolen prasentieren sich nur fir die
Behandlungsgruppe nach Schlaganfall und Endotoxinchallenge (HI-LPS-AM630)
deutlich vermindert, verglichen mit der LPS-Kontrollgruppe (LPS). Jedoch zeigt auch
die HI-LPS-Kontrollgruppe (HI-LPS) eine Tendenz zu weniger Adharenzen im
Vergleich zu LPS allein. Burkovskiy et al. (2016) konnte fur die HI-LPS-Kontrollgruppe

eine Signifikanz abbilden.

Die Unterschiede fir adharierende Leukozyten in den Sammel- und
postkapillaren Venolen nach Schlaganfall und Endotoxinchallenge kénnten durch eine
zeitlich abhangige und hierarchisch geordnete immunologische Aktivierung im
Gefasssystem erklarbar sein. Bau und Funktion der Gefaltabschnitte sind hierbei zu
beachten. Sammelvenolen (V1) und postkapillare Venolen (V3) unterscheiden sich
histologisch voneinander. Die V1- besitzen im Vergleich zu den V3-Venolen vereinzelt
glatte Muskelzellen und Perizyten (224). Die bisherigen Erkenntnisse zu diesen Zellen
beschreiben einen Einfluss auf die GefalRweite und damit moéglicher Veranderung des
Blutflusses (225). Bei verandertem Blutdruck kdnnte es zu einer veranderten Anzahl
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von adharierenden Leukozyten kommen, da mit verminderter GefalRweite der

Blutdruck und damit konsekutiv die Scherkrafte ansteigen (226).

Es zeigt sich ein tendenziell vermehrter Leukozytenroller-Flow in den
Sammelvenolen V1 bei der Schlaganfallkontrollgruppe (HI) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (CON und LPS). Die Gruppe mit Schlaganfall und Endotoxinchallenge
(HI-LPS) wies eine signifikant verminderte Anzahl von rollenden Leukozyten entlang
der Endothelwand auf. Fur die V3 Venolen wurde dieser Kontrast zu den

Kontrollgruppen (CON, HI) signifikant deutlich.

In den Graphiken von Burkovskiy et al. (2016) prasentiert sich ebenfalls eine
Zunahme der rollenden Leukozyten in der Schlaganfallgruppe, wenngleich nicht als
signifikant beschrieben. In dieser Arbeit zeigte sich nach Endotoxinchallenge bei den
Schlaganfalltieren sowohl fur V1- als auch fur V3-Venolen eine deutliche Abnahme der
rollenden Leukozyten. Statistisch unterschieden sich hierbei LPS-Kontrollgruppe
(LPS) und HI-LPS-Kontrollgruppe (HI-LPS) nicht voneinander.

Es wird deutlich, dass die Leukozytenadharenz nach Schlaganfall in den
Venolen vermindert ist und auch nach Endotoxinchallenge nicht auf das Niveau der
LPS-Gruppe ohne Schlaganfall absinkt. Zudem prasentiert sich eine deutliche
Zunahme des Leukozytenroller-Flows durch Schlaganfall im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (CON, LPS). Die Leukozyten scheinen zwar ,aktiviert” zu sein, jedoch
adharieren sie nur temporar am Endothel. Diese schlaganfallspezifischen
Veranderungen der Leukozyten-Endothel Interaktion dienen als weitere Hinweise
daflir, dass eine veranderte Expression von Adhasionsmolekilen aber auch eine
Leukozytendysfunktion nach Schlaganfall auftreten und in vivo beobachtet werden

konnen.

Die Veranderungen der Leukozytenfunktion nach Schlaganfall werden in
Verbindung mit der hormonellen Stressreaktion des Korpers gebracht. Generell zeigt
sich bereits nach psychogenem Stress und der damit verbundenen
Katecholaminfreisetzung eine Lymphozytose mit vermehrter Freisetzung von
naturlichen Killer- und zytotoxischen T-Zellen (227). Benschop et al. (1994) konnte
zudem in vitro nachweisen, dass Katecholamine die Bindung von Lymphozyten am
Endothel vermindern. Der Autor geht davon aus, dass Leukozyten, die an das
vaskulare Endothel gebunden sind, in den Kreislauf freigesetzt werden kénnen (228).
In einem Experiment mit Probanden konnte nach Stressinduktion durch korperliche
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Betatigung beobachtet werden, dass neben einer Leukozytose erhohte Spiegel von
sICAM-1 bestimmbar werden. Dieser Effekt ist mit B-Blockern reversibel, was
impliziert, dass ICAM-Molekule unter Katecholamineinfluss von den Immunzellen
abgeworfen werden und somit die Leukozyten-Endothel-Interaktion beeinflussen
(133, 229). GM-CSF wird in Verbindung gebracht mit VLA-4 defizienten Monozyten
und Makrophagen in der Milz nach Schlaganfall (155). Unter GM-CSF wurde bei
CD34-positiven Stammzellen eine verminderte Expression von VLA-4 beschrieben,
einem wichtigen Integrin in der Zelladhasionsfunktion der Leukozyten (230). GM-CSF
ist in dieser Arbeit im Vergleich der HI-Kontrollgruppe (HI) zur Kontrollgruppe (CON)
signifikant gesteigert, was ein Hinweis fur die Expression von VLA-4 in den

Schlaganfalltieren sein kann.

Die psychogene Reaktion des Individuums und deren Einfluss auf die
neuroendokrine Achse nach Schlaganfall unterscheidet sich insofern, als dass es nach
Schlaganfall zu einer zellularen Schadigung von Ubergeordneten vegetativen Zentren
kommt. Hierbei ist mit einer starken Freisetzung von Katecholaminen und Kortisol zu
rechnen. Die Steuerungsinstanzen des autonomen Nervensystems werden
beschadigt. Uber aktivierte B-adrenerge-Rezeptoren wird die TNFa-Produktion von
Makrophagen vermindert und die IL-10-Sekretion durch Monozyten gesteigert (151).
In der vorliegenden Arbeit zeigt sich TNFa-Spiegel fur die Schlaganfallgruppe (HI)
signifikant vermindert. Sogar nach Applikation von LPS stieg der TNFa-Spiegel bei
Schlaganfalltieren nicht signifikant an, sodass man hierin ein wichtiges Indiz fir ein
SIDS sehen kann und damit auch den indirekten Hinweis, dass die
Leukozyten-Endothel-Interaktion durch verminderte Bildung von Adhasionsmolekulen
gestortist. Ein weiterer Hinweis, dass nach ischamischem Schlaganfall ein SIDS folgt,
sehen wir in der Bedeutung von IL-13. In dieser Arbeit ist der IL-13 Spiegel in der
Endotoxin-Kontrolle (LPS) deutlich erhoht, verglichen mit Schlaganfall- (HI) und
Behandlungsgruppe (HI-LPS-AM630). Gerade in der signifikanten Reduktion im I1L-13
Spiegel nach Schlaganfall (HI-LPS-AM630) bleibt trotz LPS Stimulation der dem
Interleukin zugesprochenen Effekt - der Hemmung von LPS-stimulierten Sekretion
durch mononuklearer Zellen - aus (231), was die Bedeutung des SIDS und deren
antiinflammatorische Eigenschaft unterstreicht. Da diese Beobachtung fuir die HI-LPS-
Gruppe nicht signifikant ist, kann man eine zusatzlich verminderte Bildung von IL-13
durch AM630 diskutieren.
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Neben den Alterationen auf der Ebene der Adhasionsmolekule sind die Anzahl
und die Funktion von Immunzellen nach Schlaganfall zu betrachten. 24 Stunden nach
Schlaganfall ist primar die unspezifisch-angeborene Immunantwort aktiv. Hierbei sind
Monozyten das Bindeglied der unspezifischen und spezifischen Immunitat. Nach
Schlaganfall kommt es zwar noch zur Leukozytose (154), jedoch ist auch hinreichend
dokumentiert, dass Lymphozyten und deren Untergruppen bis weit nach dem Insult
supprimiert bleiben (154). Die Granulozyten prasentieren sich mit dysfunktionaler
Phagozytose und verminderter Bildung von Sauerstoffradikalen (156). Die Toleranz
von naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) nimmt gegenuber Zellkdrpern und Axonen ab
(160), wobei es jedoch zu einer abnehmende Anzahl dieser Zellen kommt (40).
Allgemein ist auch bekannt, dass lymphatische Organe wie Milz und Thymus
schrumpfen (40, 43). Als Ausdruck der dysfunktionalen adaptiven Immunreaktion
zeigen sich auch T- und B-Lymphozyten dezimiert (40). Hinweisgebend flr eine
eingeschrankte T-Zell-Proliferation nach Schlaganfall in dieser Arbeit ist das IL-2,
welches in der Schlaganfallgruppe (HI) einen deutlich niedrigeren Spiegel im Vergleich
zu den Kontrollgruppen (CON, HI) aufweist, wenngleich erst 24h nach Intervention
gemessen. IL-2 moduliert die regulatorischen T-Zellen, welche praventive
Eigenschaften im Zusammenhang mit ischamischen Schlaganfallen haben (231, 232).
Nach Schlaganfall findet ein T-Zell-Klassenwechsel statt - von einer zellular
vermittelten TH1-Antwort zu einer humoralen TH2-Antwort, um Gewebeheilung und
die neuronale Regeneration zu fordern (43, 162). Es lasst sich eine verminderte
Leukozytenadharenz und ein tendenziell gesteigerter Leukozytenroller-Flow

beobachten.

Als Ursache dieser Veranderungen sind die freigesetzten Hormone nach
Schlaganfall zu betrachten. Katecholamine haben Uber Adrenorezeptoren auf den
Immunzellen eine pleiotrope Funktion (233, 234) und sind vom pathologischen Kontext
abhangig. So konnte Bergmann et al. (1999) zeigen, dass die immunsuppressiven
Eigenschaften von Adrenalin in der Sepsis deutlich eingeschrankt sein konnen (233).
Demgegenlber zeigt meine Arbeit, dass unter Schlaganfallbedingungen, mit
anzunehmender Katecholaminliberation, keine Einschrankung der
immunsuppressiven Wirkung der Katecholamine nach LPS-Gabe zu beobachten war.
Hierbei gilt es jedoch zu betonen, dass das Endotoxin-Model keine Sepsis durch einen
gesamten Fremdorganismus abbildet, was als limitierend flir die Beurteilung der
immunologischen Reaktion gilt.
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Als weiteren Faktor - mit Wirkung auf die sympathische Hormonachse ist die
Verwendung der Inhalationsnarkose mit Isofluran zu diskutieren. Hier wurden in einem
in vivo Experiment, in Abhangigkeit der Verwendung von Isofluran oder nicht,
gegensatzliche Katecholamin-abhdngige Reaktionen auf die Immunfunktion
beobachtet (235).

Katecholamine im Allgemeinen stabilisieren den Blutdruck, fihren zu einem
Hypermetabolismus und haben eine immunmodulatorische Funktion (233, 236, 237).
Dies spiegelt sich in der folgenden Arbeit in der Gewichtsabnahme der
Schlaganfalltiere (HI, HI-LPS, HI-LPS-AM630) wider und gilt als indirekter Hinweis fur
einen katabolen Stoffwechsel. Diese Stoffwechseleffekte werden hauptsachlich tUber
den B2-Adrenorezeptor ausgeldst. Auch Uber den besagten Rezeptor, jedoch noch
deutlich komplexer, ist die immunmodulatorische Funktion (238). Diese beruht im
Allgemeinen auf einer verminderten NF-kB-Aktivitat und, wie oben skizziert, auf einer
verstarkten Apoptose immunkompetenter Zellen (237, 239, 240). Es wird
angenommen, dass die Katecholamin-abhangige Immundepression Uber den

B2-Adrenorezeptor vermittelt wird.

Van der Poll et al. (2016) konnte zeigen, dass bei gesunden Probanden mit
appliziertem Endotoxin, durch Adrenalin die TNFa-Produktion blockiert und die
IL-10-Produktion gesteigert werden konnte (241). Die Immundefizienz durch ein SIDS
konnte so theoretisch verstarkt werden. Ein ahnlicher, jedoch quantitativ schwacherer
Effekt zeigte sich durch Noradrenalin (242), weswegen man schlussfolgerte, dass die
immundepressive Wirkung der Katecholamine auf den Adrenalin spezifischen
B2-Adrenorezeptor zurickzuflhren ist. Durch die Applikation sowohl von Adrenalin als
auch von Propranolol konnten sowohl proinflammatorische und proapoptotische
Effekte beobachtet werden (243). In weiteren Experimenten konnte man
differenzieren, dass die o-Adrenorezeptoren eine pro- und (244) die p2-
Adrenorezeptoren eine antiinflammatorische Wirkung besitzen (238). Uber
a2-Rezeptoren von Monozyten und Makrophagen zeigten Katecholamine eine

proinflammatorische Antwort (245, 246).

Ob die Reaktion auf Katecholamine nun in Summe pro- oder
antiinflammatorisch ausfallt, ist vom Kontext abhangig. Zum einen dienen diese

Hormone der Feinabstimmung der lokalen Entzindung mit Rekrutierung von
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immunkompetenten Zellen, zum anderen ist die Wirkung als antiinflammatorisch und

proapoptotisch bewertet worden (234).

Aufgrund der signifikanten Unterschiede der Untersuchungsergebnisse in der
Schlaganfallgruppe (HI), im Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe (LPS) und
experimenteller Gegenuberstellung von ,endogen® und ,exogen“ bedingter
Entzindungsreaktion kann vermutet werden, dass die hormonellen Veranderungen
nach Schlaganfall zur oben beschriebenen antiinflammatorischen und pro-
apoptotischen Komponente beitragen. Die Spiegel der  wichtigen
proinflammatorischen Zytokine - IL-1B, IL-6 und TNFa in der Schlaganfallgruppe (HI)
waren signifikant vermindert verglichen mit denen der LPS-Kontrollgruppe (LPS).

SIDS, ausgeldst durch einen Schlaganfall konnte somit abgebildet werden.

Neben den Katecholaminen wird den Glukokortikoiden eine apoptotische
Wirkung auf Immunzellen nach Schlaganfall zugeschrieben (152). Glukokortikoide
schranken die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen und Adhasionsmolekilen
ein (110, 133, 148) und unterstitzen die Bildung von Katecholaminen im Rahmen der

EntzGndungsreaktion (133).

Aufgrund der abgebildeten unterdrickten proinflammatorischen Zytokinantwort
kann aufgrund des tendenziell gesteigerten Leukozytenroller-Flows eine permissive /
regulatorische, aber nicht per se eine immunsupprimierende Funktion des Kortisols
nach Schlaganfall in Betracht gezogen werden. Eine wichtige Eigenschaft des
Kortisols fur die Geweberegulation nach Schlaganfall (148) ist, dass das Hirnddem
begrenzt und hierdurch eine VergroRerung des Gewebeschadens nach Schlaganfall

vermieden wird.

Das aufgehobene Immunprivileg des Gehirns nach Schlaganfall mit
Immundefizienz bei dysfunktionalen Leukozyten wund antiinflammatorischem
Zytokinprofil ist der neurohumorale Ausdruck des SIDS. Das Immunprivileg wird in die
Peripherie verlagert. Nach bisherigen Erkenntnissen tragt die Immunreaktion nach
Schlaganfall nicht zu einem sekundaren Gewebeschaden nach Schlaganfall bei (23).
Ein Schllsselfaktor bei dieser Beurteilung koénnte der Macrophage-Migration-
Inhibitory-Factor (MIF) sein, welcher die Immunzelle vor der antiinflammatorischen
Eigenschaft des Kortisols desensibilisiert. Diese permissive Geweberegulation wurde
bei niedrigen Kortisolspiegeln beobachtet (133). Eine Bestimmung des MIF kdnnte

weitere Erkenntnisse uber die endokrinologisch-immunologische
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Funktionsveranderung nach Schlaganfall geben. Die Extravasation der Leukozyten,
inklusive der Zytokinprofile nach Schlaganfall mit Endotoxinchallenge, zeigte eine
deutlich verminderte immunologische Reagibilitat, verglichen mit den Kontrollgruppen
(CON, LPS). Es ergab sich lediglich eine eingeschrankte Immunkompetenz. Die
hieraus erwachsene Anfalligkeit fur Infektionen, wurde hinlanglich beschrieben
(37, 40, 139, 140). Der Einfluss der Katecholamine nach Schlaganfall wurde deutlich,
als durch eine Therapie mit Betablockern die Inzidenz fur Infektionen und sogar die
Mortalitat in den ersten 30 Tagen nach ischamischen Schlaganfall gesenkt werden
konnte (152). Als weitere Ursache fur eine erhohte Infektanfalligkeit konnte die
aufgehobene zirkadiane Rhythmik der pulsatil freigesetzten Stresshormone sein. Auch
wurde nach Schlaganfall als Komplikation eine Hypophyseninsuffizienz beschrieben
(223).

Als Teil des ZNS zeigte die Schadigung der Medulla spinalis, je nach
Lasionshohe, starkere Anzeichen fur eine Immundysfunktion, und zwar je kranialer die
Lasion auftrat. Als Ursache wurde die Unterbrechung der sympathischen Innervation
mit Stérung der Immunfunktion der primaren und sekundaren lymphatischen Organe
angesehen (139, 149).

Ubertragen auf den cerebralen Schlaganfall, und demnach direkter Schadigung
von Ubergeordneten vegetativen Zentren, wie dem pramotorischen Kortex oder dem
Hypothalamus, oder durch sekundare Schadigung dieser durch ein Hirnédem (223),
ist von einer starken Entkopplung der vegetativen Regulationen auszugehen. Die
physiologische Sympatikusantwort nach psychogenem Stress und der damit
verbundenen immunologischen Bahnung ist beim Schlaganfall gestort.
Schwab et al. (2005) nimmt nach Schlaganfall eine praganglionare Sympathikuslasion
an, wonach die Untersuchung von unterschiedlichen Lasionen im ZNS eine
topografische Einordnung der Immundysfunktion nach Schlaganfall prasentieren kann
(139). Brommer et al. (2010) diskutiert zudem als - evolutionar begriindbare Ursache
- dass die Denervierung von sympathischen Afferenzen und dem damit aufgehobenen
Immunprivileg des ZNS, das SIDS als ,gerichtete, gegensteuernde und systemische
Immunablation® zur Vermeidung von Autoimmunreaktionen gegen das ZNS,
verstanden werden kann. Er merkte jedoch auch an, dass das SIDS bei einer - nicht
evolutionaren Ursache - als Fehlfunktion des ZNS gesehen werden muisse, mit der
Notwendigkeit, verschiedene ZNS-Erkrankungen und deren potentiell immunologische

Veranderungen voneinander abzugrenzen (149).
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Zusammenfassend ist in meiner Arbeit in vivo eine sekundare Immundefizienz
nach Schlaganfall (SIDS) mit dysfunktionaler Leukozyten-Endothel-Interaktion
abgebildet worden. Die Zytokinmessungen konnten dieses Ergebnis unterstitzen. Die
wichtigen Beobachtungen der verminderten Leukozytenadharenz nach Schlaganfall
konnte von Burkovskiy et al. (2016) bestatigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
ein gesteigerter Leukozytenroller-Flow nach Schlaganfall beobachtet. Generell ist zu
betonen, dass die neuro-endokrin-immunologischen Reaktionen und ihre
Veranderungen vermutlich stark zeitpunktspezifisch fur eine valide Wiederholung der
Untersuchung ist, was abweichende Untersuchungsergebnisse begrinden kdnnte.
Burkovskiy et al. (2016) setzte die Schlaganfalltiere 50 Minuten, anstatt wie in der
vorliegenden Arbeit, 35 Minuten der Hypoxie zur Schlaganfallinduktion aus. Auch gab
es Unterschiede in den Unterbrechungen zwischen den Experimenten. Die
Untersuchung der Immunchallange mit Endotoxin erfolgte in der Arbeit von Burkovskiy
et al. (2016) eine Stunde spater als in dieser. In beiden Arbeiten konnte jedoch das

SIDS dargestellt werden.

Ein durch den  Schlaganfall  dysfunktionales  neuro-endokrines-
immunologisches Stresssystem konnte zusammenfassend aufgrund seiner
Uberschie3enden Reaktion als ultima-ratio-Reaktion verstanden werden - welche das
Immunprivileg wahrt, Nervengewebe schutzt und Autoimmunitat verhindert - mit der
Folge einer erhdhten Infektanfalligkeit: es wird geschitzt was da ist, nicht abgewehrt

was kommen kdnnte.

Weitere Untersuchungen, wie eine serielle Hormon- und Zytokinmessung, eine
Bestimmung von MIF, sICAM und Leukozytensubpopulationen nach Schlaganfall,
kénnten das SIDS weiter immunologisch einordnen. In der Bestimmung der Zytokine
gilt es des Weiteren zu differenzieren zwischen zentral und peripher freigesetzten
Botenstoffen. Die Betrachtung verschiedener ZNS-Erkrankungen (Ischamie,
Hamorrhagie, autoimmune Entzindung, Entzindung durch Fremdorganismen) in
unterschiedlichen Lokalisationen des ZNS koénnten zudem hinweisgebend flr ein
tieferes Verstandnis des SIDS sein. Ansatzpunkte flir die Primar- oder
Sekundarpravention zur Verhinderung von Infektionen nach SIDS koénnten so

deutlicher herausgearbeitet werden.
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5.3.3 Immunmodulation - HI-LPS-AM630

Der Ansatz der Immunmodulation nach Schlaganfall soll zur Verbesserung der
Immunreaktion sowie zur Pravention von Infektion und Sepsis nach Schlaganfall
fuhren. Dieser Ansatz steht vor dem Dilemma, die durch die Immundefizienz -SIDS-
erfahrene  Neuroprotektion durch mogliche proinflammatorische Stimulation
schlimmstenfalls zu Lasten eines vergroRerten Gewebeschadens im Gehirn zu
verschieben. Bisherige Therapieansatze mit Antibiotika nach Schlaganfall konnten
nicht in die Behandlungsempfehlungen  aufgenommen  werden  (8).
Immunmodulatorisch konnte experimentell die Mortalitdt mit dem Einsatz von

Propranolol, einem B-Blocker, gesenkt werden (40), was die Rolle des SAN betont.

Dem Endocannabinoidsystem wurden bereits anti-inflammatorische und
immunmodulatorische Effekte zugeschrieben (247, 248). In dieser Arbeit wurde die
Immunmodulation anhand des Endocannabinoidsystem mit dem CB2-Rezeptor
Antagonisten AM630 betrachtet. Im Rahmen einer Infektion / Sepsis wird das
Endocannabinoidsystem vermehrt aktiviert und Endocannabinoide durch Endothelien,
Makrophagen, dendritischen Zellen, Thrombozyten und Parenchymzellen freigesetzt
(168, 169). Nach Schlaganfall ist die Transkription des CB2-Rezeptors im Gehirn
gesteigert, was die Neuroinflammation beeinflusst. Uber die periphere CB2-Rezeptor
Aktivierung nach Schlaganfall ist wenig bekannt. Lehmann et al. (2014) stellte die
Hypothese auf, dass eine Inhibierung des CB2-Rezeptors, welcher vor allem auf den
peripheren Immunzellen zu finden sei, dazu beitragen kénnte, den Organismus vor
Infektionen zu schitzen (249). Burkovskiy et al. (2016) merkte an, dass eine
Aktivierung des CB2-Rezeptors zum SIDS beitragen koénnte (250). Bisherige
Erkenntnisse implizieren, dass eine Aktivierung des CB2-Rezeptors zu einem
verminderten intrazellularen cAMP-Spiegel fihrt und tUber NF-kB und p38 zu einer
gesteigerten Funktion und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten beitragt.
Verminderte Spiegel von cAMP bei Antagonisierung des Rezeptors steigern demnach
die Funktion dieser Immunzellen (249). Unter Schlaganfall- und Sepsisbedingungen
ist jedoch wenig bekannt Uber die CB2-Rezeptor-Expression und die damit
ausgeldsten Funktionen. Die Antagonisierung des CB2-Rezeptors erfolgte 22 Stunden
nach Schlaganfall und vor LPS-Gabe mit anschlieRender Intravitalmikroskopie.
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In meiner Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Inflammation nach
Schlaganfall und Endotoxin-Gabe durch den CB2-Rezeptor Antagonisten AM630

moduliert werden kann.

Generell zeigte die Leukozyten-Endothel-Interaktion eine verminderte
Aktivierung mit weniger adharenten Leukozyten und vermehrtem Leukozytenroller-
Flow, entgegen der Hypothese, dass durch Antagonisierung des
(anti-inflammatorischen) CB2-Rezeptors eine gesteigerte Immunaktivierung
stattfinden wirde. Konkret prasentierten sich die adharenten Leukozyten der
V1-Venolen tendenziell vermindert, fur die V3-Venollen bildete sich sogar eine
Signifikanz zur HI-LPS-Kontrollgruppe heraus. Der Leukozytenroller-Flow zeigte sich
fur die V1-Venolen der Behandlungsgruppe (HI-LPS-AM630) und der Schlaganfall-
Kontrollgruppe (HI) auf einem ahnlichen Niveau. In den V3-Venolen waren die ,Roller*
lediglich vermindert im Vergleich zur Schlaganfall-Kontrolle (HI). In der Arbeit von
Burkovskiy et al. (2016) wurde im Gegensatz dazu vermehrt adharierende Leukozyten
in V1- und V3-Venolen der Behandlungsgruppe im Vergleich zur HI-LPS-
Kontrollgruppe registriert. Die Ergebnisse fur den Leukozytenroller-Flow sind jedoch in
etwa vergleichbar. Bei den teilweise kontraren Ergebnissen ist zu berucksichtigen,
dass in den Arbeiten verschiedene Konzentrationen des Losungsmittels -DMSO- 10%
vs. 30% verwendet wurden. Einen Einfluss auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion
hatte das DMSO gemal Burkovskiy et al. (2016) nicht. In dieser Arbeit wurde jedoch
keine Kontrollgruppe angefertigt. Zu tUberlegen ware, dass DMSO 10%, AM630 nicht
ausreichend l6ste und somit die immunologische Reaktion dieser Arbeit allein auf
einen agonistischen Effekt der Endocannabinoide zurickzufuhren ist. Ein weiterer
Grund konnte der unterschiedliche Zeitpunkt des Beginns der Intravitalmikroskopie
sein. Burkovskiy et.al. (2016) warteten eine Stunde langer nach LPS-Challenge. Im
Schlaganfall kénnte zudem bei beschriebener Apoptose und Dysfunktion der
verbleibenden Immunzellen, die Leukozyten-Endothel-Interaktion als Parameter zur

Messung der Immunreaktion, stark eingeschrankt sein.

Es ist wichtig, die Dynamik zwischen Aktivierung der SAN und HHNA, dem
Endocannabinoidsystem mit Bildung von Liganden und Expression der Rezeptoren,
der LPS-Challenge und deren jeweiliger intrinsischer Effekte auf die Immunzellen der
angeborenen Immunantwort zu betrachten. Die bisher bekannten Hauptfaktoren nach
Schlaganfall und SIDS sind die Freisetzung von Katecholaminen und Kortisol, deren

Rezeptoren auf den Immunzellen zu finden sind. Jedoch ware von Interesse, ob und
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wie sich  die  Signalkaskaden aus  Kortisol-, Katecholamin-  und

Endocannabinoidsystem gegenseitig beeinflussen.

Nach Schlaganfall wies die Zytokinmessung fur IL-1B3, IL-6 und TNFa keinen
Unterschied zur Kontrollgruppe (CON) auf, jedoch prasentierten sich signifikante
Unterschiede zu den Zytokinspiegeln der Immunchallenge mit LPS. Auffallig zeigt sich
zudem ein deutlicher Anstieg von IL-10 der HI-LPS-AM630 im Vergleich zur
Schlaganfallkontrollgruppe.

Generell ist nach Schlaganfall von einer initialen Entzindungsreaktion mit
Anstieg von [I-6 und INFy auszugehen, welche ca. 6 Stunden nach Infarkt ihren
Hohepunkt erreicht (251). Nach Infektion ist mit einem erhdhten
[I-6 Spiegel unter Schlaganfall zu rechnen (252), wie wir auch in dieser Arbeit sehen,

jedoch auf einem niedrigerem Niveau verglichen mit der LPS-Kontrollgruppe (LPS).

Kortisol bewirkt eine Antiinflammation durch Hemmung der TNFa, IL-183, IL-6,
IL-8 und INFy - Expression und férdert die Bildung der antiinflammatorischen Zytokine
TGFB, IL-4 und IL-10. Die Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen wird somit
durch Kortisol beeinflusst (133, 148).

Uber die Katecholamine wird vor allem Uber B-adrenerge Rezeptoren die
TNFa-Produktion der Makrophagen gesenkt und die IL-10-Sekretion durch Monozyten
stimuliert (151). Als TH2-spezifisches Zytokin ist IL-10 ein wichtiger Marker flr den
T-Zell Klassenwechsel von TH1 zu TH2, einem Wechsel von der Zell-abhangigen-
inflammatorischen- zur humoral-antiinflammatorischen Immunantwort. Die IL-10 wird
besonders von Monozyten, dendritischen Zellen und Treg nach Schlaganfall deutlich

gesteigert.

Die Immunmodulation mit AM630 bewirkt in der vorliegenden Arbeit eine
Akzeleration der  immunsuppressiven  Antwort, inklusive  verminderter
Leukozytenadharenz. Miller et al. (2009) kam in der Untersuchung von CB2-Rezeptor
abhangiger Zellmigration zu dem Schluss, dass die bloRe Expression des CB2-
Rezeptors und ein bestimmter Zelltyp nicht ausreichen um auszusagen, ob ein Agonist
oder Antagonist an diesem Rezeptor die Zellmigration férdert oder nicht, und ob dieser
pro- oder antiinflammatorisch wirkt. Der eindeutige antiinflammatorische Effekt mit
verminderter Leukozyten-Endothel-Adharenz bei einem antiinflammatorischen
Zytokinprofil macht deutlich, dass verglichen mit Burkovskiy et al. (2016) die Dosis,
aber auch der richtige Zeitpunkt fur Immunmodulation wichtig ist. Zudem ist zu
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bedenken, dass auch die Mikroglia nach Schlaganfall vermehrt CB2-Rezeptoren
exprimieren und somit auch auf AMG630 reagieren. Demzufolge ist nicht
auszuschlief3en, dass auch diese Zellen das Zytokinprofil abbilden (bei durchlassiger
Blut-Hirn-Schranke). AM630 wirkt mit einer hohen Affinitat am CB2-Rezeptor, wobei
nicht zu vernachlassigen ist, dass dieses Molekul, auch wenn nur schwach, am CB1-
Rezeptor bindet. Da das Endocannabinoidsystem auch modulierend an Synapsen
wirkt, muss auch daran gedacht werden, dass eine Interaktion mit dem neuro-
humoralen-System des autonomen Nervensystems mdglich ist, dessen Rolle

ebenfalls in dieser Arbeit betrachtet wurde.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit eine Antiinflammation mit
Antagonisierung des CB2-Rezeptors sowohl funktional in der Leukozyten-Endothel-

Interaktion, als auch durch das Zytokinprofil abgebildet werden.

5.3.4 Funktionelle Kapillardichte (FCD)

Durch die Immunchallenge mit der Administration von LPS (5mg/kg) ist ein
Sepsis-ahnliches Bild experimentell betrachtet worden. Neben der Leukozyten-
Endothel-Interaktion ist die Durchblutung der Mikrozirkulation untersucht worden.
Aufgrund der proinflammatorischer Immunreaktion flihrt die Sepsis zu einem
prokoagulatorischen Zustand mit Stérung der Kapillardurchblutung. Hierbei sind
Endothelschaden, Zell-Endothel-Interaktionen, deformierte Erythrozyten, die
Sensitivitat und auch die Reaktivitat auf vasoaktive Substanzen entscheidend fir den
Blutfluss in den Gefallen. Durchblutungsunterschiede in der Tunica muscularis und
der Tunica mucosa konnten beobachtet werden. Vor allem in der Mukosa ergab sich
nach LPS-Gabe eine deutliche Abnahme der FCD. Hierbei wurde nicht zwischen teil-
oder ganz verschlossenen Gefallen unterschieden, sondern nur die vollig
verschlossenen notiert. Sowohl in der Mucosa als auch Muscularis wird erkennbar,
dass nach Schlaganfall und Endotoxinchallenge die Mikrozirkulation deutlich abnimmt.
Mit Applikation von AM630 zeigte sich eine signifikant verbesserte Durchblutung,
vergleichbar mit der Kontrollgruppe (CON). Grund hierfur kann die in dieser Arbeit
abgebildete antiinflammatorische Reaktion sein, welche die Anzahl an Leukozyten-
Endothel-Interaktionen verminderte. Burkovskiy et al. (2016) konnte ebenfalls eine
Tendenz der Durchblutungsverbesserung in den Kapillaren der Behandlungsgruppe
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verzeichnen. Jedoch muss man anmerken, dass das LPS zwei, statt eine Stunde, wie
in dieser Arbeit, wirken konnte, um die Durchblutung zu verandern. Dennoch sind die

Unterschiede in beiden Arbeiten deutlich nach Endotoxinchallenge.
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6 Zusammenfassung

Die Infektion ist eine schwerwiegende Komplikation nach Schlaganfall und fuhrt
zu einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat. Anhand der vorliegenden Arbeit konnte die
erworbene Immundefizienz (SIDS) nach ischamischem Schlaganfall im Tiermodell
dargestellt werden. Hierzu wurde mittels hypoxisch-ischamischem Schlaganfallmodell
und Endotoxinchallenge  erstmals  in vivo  ein Maus-Modell zur
intravitalmikroskopischen Untersuchung der intestinalen Leukozyten-Endothel-
Interaktion und Bestimmung der Zytokine etabliert. Immunmodulatorisch wurde das
Endocannabinoid-System durch den Antagonisten - AM630 - am CB2-Rezeptor
untersucht. Durch die Blockierung des CB2-Rezeptors wurde im Ergebnis die
Immundefizienz nach SIDS verstarkt. Demzufolge ergaben sich eine verminderte
Leukozytenadharenz, ein gesteigerter Leukozytenroller-Flow am Endothel und ein
antiinflammatorisches Zytokinprofil. Mit diesem Modell ist die in vivo-Untersuchung der
peripheren Immunfunktion nach Schlaganfall méglich. Hierdurch eréffnet sich Uber ein
tieferes  Verstandnis der sekundaren Immundefizienz ein  Weg, um
Behandlungsansatze fur Betroffene mit einer Infektion nach Schlaganfall zu
erforschen. Somit kdnnten durch eine erfolgreiche Sekundarpravention 6konomische
Belastungen flr die Allgemeinheit vermindert und gleichzeitig die Prognose fir die
betroffenen Patienten, auch durch eine verklrzte Behandlungsdauer verbessert

werden.
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