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1 Einleitung

1.1 Charakterisierung des Schlaganfalls

Die Weltgesundheitsorganisation WHO de�niert einen Schlaganfall als ein sich rasch

entwickelndes Zeichen einer fokalen oder globalen Störung der zerebralen Funktion

ohne erkennbare Ursachen auÿer einer vaskulären, wobei sich Symptome (siehe Tabel-

le 1.1) anschlieÿen, die 24 Stunden oder länger andauern oder gar zum Tode führen

(Bonita 1992).

Tabelle 1.1: Symptome bei einem akuten ischämischen/hämorrhagischen Schlaganfall ge-
ordnet nach Lokalisation. Nach Sobesky und Stengl 2011.

Gefäÿverschluss Anteil Symptomatik
Arteria cerebri
media

80% Gefühlsstörungen und Lähmungen auf der kontralateralen
Körperhälfte, an Fingern und im Gesicht am stärksten aus-
geprägt, teilweise Sehverlust in gegenüberliegender Gesichts-
hälfte

Arteria cerebri
posterior

10% Sehverlust des kontralateralen Gesichtsfelds, Bewusstseins-
und Gefühlsstörungen auf kontralateraler Körperseite

Arteria cerebri
anterior

5% Halbseitige Lähmung auf kontralateraler Seite, Bein stärker
beeinträchtig als Arm

Hirnstammgefäÿe 20-
50%

Sehstörungen, Störungen des Bewegungsapparates, Gefühls-
störungen, Hinterkopfschmerzen, Zuckungen der Augäpfel,
Unsicherheiten beim Gehen, Sprechstörungen und in schweren
Fällen auch Bewusstseinstrübungen

Der Schlaganfall war laut statistischem Bundesamt 2012 mit 20.387 Todesfäl-

len (männlich: 7492, weiblich: 12.895) unter den zehn häu�gsten Todesursachen in

Deutschland; das entspricht einem Anteil von 2,3% aller Todesfälle. Nach dem Schlag-

anfallereignis verstarben 12% der Patienten innerhalb der ersten 28 Tage und 22%

innerhalb von 3 Monaten (Ward et al. 2005).

Die jährliche Inzidenz des Schlaganfalls im Jahr 2005 betrug 123 / 100.000 Einwohner

(van den Bussche et al. 2010). Heuschmann et al. (2010) berichten von 196.000 Neuer-
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krankungen sowie 66.000 Rezidivereignissen jährlich. Fortschritte bei Prävention und

Therapie des Schlaganfalls haben in den letzten Jahrzehnten zu stetig fallenden In-

zidenzzahlen und Mortalitätsraten in den hoch entwickelten Ländern geführt (Feigin

et al. 2009; Kunst et al. 2011).

Ungeachtet der rückläu�gen Inzidenz in den letzten Jahren (Lee et al. 2011) ist der

Schlaganfall als schwerwiegende, plötzlich auftrendende zerebrovaskuläre Erkrankung

die zweithäu�gste Todesursache und häu�gster Grund für langanhaltende Invalidität

weltweit (Lonzano et al. 2012).

Die auch aus medizinökonomischer Sicht folgenschwere Erkrankung gilt als die häu-

�gste Ursache für lebenslange Behinderung im Erwachsenenalter und zählt somit

volkswirtschaftlich zu den teuersten Erkrankungen (Ward et al. 2005). Zudem zieht

der Trend der �demographischen Alterung� einen absoluten Anstieg der Gesamtzahl

der Schlaganfälle in den kommenden Jahren nach sich (Kolominsky-Rabas und Heu-

schmann 2002; Truelsen et al. 2006; Foersch et al. 2008). Daraus resultiert das stei-

gende Interesse, detaillierte pathophysiologische Veränderungen zu verstehen, worauf

sich die Intensivierung der Schlaganfallforschung begründet.

Aus der Unterbrechung des zerebralen Blut�usses resultiert der Schlaganfall als ei-

ne heterogene Gruppe verschiedener Zustände, die sich als neurologische De�zite

manifestieren (Giraldo 2011). Ein Schlaganfall kann ischämisch oder hämorrhagisch

bedingt sein. Mit einer Prävalenz von 80% sind akute thrombotische oder emboli-

sche Verschlüsse eines hirnversorgenden Gefäÿes viermal häu�ger als hämorrhagische

Infarkte durch intrazerebrale oder subarachnoidale Blutungen (Morgenthaler et al.

2004). In der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit werden ausschlieÿlich ischämi-

sche Anfälle untersucht. Das am häu�gsten betro�ene Areal ist dabei das Stromge-

biet der Arteria cerebri media (Carter 1963; Mhairi Macrae 1992). Abbildung 1.1

zeigt einen Überblick der zerebrovaskulären Territorien, jeweils mit anatomischer Be-

zeichnung und versorgendem Gefäÿ. Je nach Infarktareal treten sehr variable neu-

rologische Symptome auf. Die Ergebnisse neurologischer Untersuchungen erlauben,

frühzeitig Rückschlüsse auf den Ort des Gefäÿverschlusses zu ziehen. Tabelle 1.1 gibt

einen Überblick der nach Infarktgebiet geordneten Symptome beziehungsweise Aus-

fallserscheinungen.
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Abbildung 1.1: Übersicht Hirnarterien. Nach Blumenfeld, 2002.

1.2 Die neurovaskuläre Einheit

Die Ausfallserscheinungen nach Schlaganfall sind komplex und keinesfalls nur auf

Nervenzellen beschränkt. In den letzten Jahren hat man sich neueren Denkansätzen

zugewandt, bei denen neben Nervenzellen auch Astro- und Mikroglia in Assoziati-

on mit Gefäÿen berücksichtigt werden, zusammengefasst als neurovaskuläre Einheit

(neurovascular unit, NVU). Die nach Ischämie zu untersuchende NVU setzt sich aus

zellulären Hauptbestandteilen des Gehirns zusammen (del Zoppo et al. 2009; Kwon

et al. 2009). Dazu zählen Neuronen, Astrozyten, Endothel, Perizyten, Mikroglia und

perivaskuläre Makrophagen (Bell et al. 2009) sowie die extrazelluläre Matrix (EZM;

del Zoppo 2009).

Das hirneigene Gefäÿsystem entspringt aus den groÿen Arterien der Hirnbasis, aus

dem Circulus arteriosus Willisii. Diese Arterien verzweigen sich durch die Dura mater

in leptomeningeale oder piale Arterien, die ober�ächlich in den Subarachnoidalraum

gelangen. Ober�ächliche piale Arterien verzweigen sich wiederum in intrazerebrale Ar-

terien und Arteriolen (20-90µm). Zerebrale Arterien sind dreischichtig und bestehen

aus Tunica intima (Endothel), Tunica media (hauptsächlich glatte vaskuläre Musku-

latur) und Tunica adventitia (Kollagenfasern, Fibroblasten, Nervenzellen). Die Endo-

3



thelzellen bilden, die Blutgefäÿe umschlieÿend, eine hochspezialisierte Membran, die

das Grundgerüst für die Blut-Hirn-Schranke (BHS, blood-brain-barrier, BBB) dar-

stellt. Die Aufgabe der glatten vaskulären Muskulatur besteht in der Kontrolle der

BHS, für deren Aufrechterhaltung die NVU essentiell ist. Da sowohl die Permeabilität

der Blut-Hirn-Schranke als auch der zerebrale Blut�uss durch die NVU kontrolliert

werden, spielt sie eine entscheidende Rolle für die Stabilität des neuronalen Gleich-

gewichts. Die Funktionen der NVU sind schematisch in Abbildung 1.2 dargestellt.

Abbildung 1.2: Neurovaskuläre Einheit und ihre Funktionen. Nach Zlokovic, 2008.
1: Bei neurovaskulärer Destruktion können neurotoxische Substanzen die BHS durchqueren
und/oder proin�ammatorische Signale sowie ein reduzierter Blut�uss neuronalen Schaden
triggern.
2: Im Falle primärer neuronaler Schädigung senden Neurone Signale an Mikroglia- und
Endothelzellen.
3: Aktivierung der vaskuloglialen Einheit führt zur Progression des Schadens.

Ein gesundes Gehirn ist angewiesen auf das exakte Zusammenspiel aller Zellen der

NVU, die miteinander sowie mit neuronalen Synapsen und Kreisläufen in Kommuni-

kation stehen (Iadecola 2004; Zlokovic 2008). Die Zell-Zell-Kommunikation ist ein

unverzichtbarer Faktor, um eine normale kognitive Funktion und Homöostase zu

bewahren. Daraus ergibt sich, dass eine Dysfunktion der NVU die Ursache vieler

Krankheiten darstellt. Die Funktionalität der NVU sowie die Integrität der BHS sind

beispielsweise bei Erkrankungen wie der Alzheimerschen Demenz (AD), Multipler

Sklerose oder dem ischämischen Schlaganfall beeinträchtigt (Stanimirovic et al. 2012;

del Zoppo 2012; Dirnagl 2012). Das Konzept der NVU zeigt, dass die Erhaltung der

vernetzten zellulären Funktionen wichtiger ist als der alleinige Schutz einzelner Zellen

(Zhang et al. 2012).
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Im Fokus der Forschung stehen vor allem pathophysiologische Mechanismen, die für

die Störung der NVU verantwortlich sind. Diese Untersuchungen haben erhebliche

klinische Relevanz, da man sich ein genaueres Verständnis der Pathomechanismen

zerebrovaskulärer Erkrankungen sowie neuartige Therapieansätze erho�t.

Pathologische Zustände, wie z.B. Hypoxie, bedingen eine Veränderung der NVU,

wodurch das Ausmaÿ der ZNS-Schädigung wesentlich bestimmt wird. Dabei haben

Neuronen und Astrozyten in der Regel die geringste ischämische Toleranz, wogegen

Endothelzellen zwar mehrere Stunden ohne Sauersto� und Glukose überleben können,

jedoch ohne eine entsprechende Astrozytenfunktion ihre BHS-Eigenschaften verlieren

(Klöppel et al. 2012).

Experimentelle Studien an Nagetieren haben gezeigt, dass bei einem Schlaganfall alle

Komponenten der NVU beeinträchtigt werden. Hauptsächlich resultiert die Schädi-

gung o�enbar aus der Wirkung von Matrix-Metalloproteasen (Zhao et al. 2007)

1.3 Pathophysiologische Grundlagen der zerebralen

Ischämie

Das Gewebe des Gehirns besitzt einen hohen Bedarf an Sauersto� und Energie. Be-

reits auf geringe ischämische Störungen reagiert es emp�ndlich (Lee et al, 2000).

Trotz seines mit 2% geringen Anteils am Körpergewicht verbraucht das Gehirn mit

14% einen relativ hohen Anteil des Herzzeitvolumens (Goldmann, 2012). Dabei be-

trägt der zerebrale Sauersto�verbrauch etwa 20% des gesamten Sauersto�verbrauchs

des Körpers.

Nur kurzfristig kann das Gehirn die beim ischämischen Schlaganfall akut unterbro-

chene Blutzufuhr kompensieren und den eigenen Struktur- und Energiesto�wechsel

aufrechterhalten.

Anhaltende Hypoxie führt durch den Energieverlust zum Einsetzen der ischämischen

Kaskade und zum Zelluntergang. Die ischämische Kaskade ist ein komplexer Vor-

gang, in den mehrere, nachfolgend näher beschriebene Prozesse involviert sind. Zu

den ersten ischämischen Veränderungen zählen ein zellulärer Energieverlust, die Stö-

rung der Zellionenhomöostase (Jayakumar und Norenberg 2010), das Auftreten von

Peri-Infarkt-Depolarisationen (Nakamura et al. 2010), erhöhte intrazelluläre Ca2+-

Spiegel sowie eine hauptsächlich durch Glutamat hervorgerufene Exzitotoxizität und

das Ausbilden von Nekrosen (Woodru� et al. 2010). Spätere pathophysiologische Ver-

änderungen sind durch freie Radikale verursachte Toxizität, die Schädigung der BHS,
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Entzündungen (Dirnagl et al. 1999; Doyle et al. 2008) und letztendlich der program-

mierte Zelltod (Broughton et al. 2009; Dirnagl et al. 1999; Doyle et al. 2008; Mattson

et al. 2000). Einen Überblick über die zeitlichen Abläufe gibt Abbildung 1.3. Die

einzelnen Mechanismen werden in den folgenden Abschnitten detaillierter erläutert.

Abbildung 1.3: Zeitlicher Verlauf pathologischer Veränderungen nach zerebraler Ischämie.
Nach Dirnagl et al. 1999.

1.3.1 Exzitotoxische Prozesse

Durch den beim Schlaganfall verminderten zerebralen Blut�uss resultiert nicht nur ei-

ne rasche Entleerung der intrazellulären Energiespeicher, sondern auch die Hemmung

der mitochondrialen Adenosintriphosphat(ATP)-Synthese. Ursächlich für das ATP-

De�zit ist ein Sauersto�mangel, der zum Zusammenbruch der Atmungskette führt.

Das vorhandene ATP wird in kürzester Zeit verbraucht. Bereits eine Ischämie für 20

Sekunden (Kempski 1994) bzw. 15 Sekunden (Hamann 1997) führt zum vollständi-

gen Verbrauch der ATP-Vorräte. Alternative Energiereserven können von Neuronen

nicht genutzt werden (Geocadin et al. 2008); somit ist nach einem akuten Schlagan-

fallereignis mit einer sofortigen Veränderung des hirneigenen Metabolismus zu rech-

nen. Davon sind zelluläre Ionenpumpen an erster Stelle betro�en. Durch die ATP-

Mangelversorgung können Na+/K+-ATPasen ihre Funktion nicht mehr erfüllen und

es kommt zur Freisetzung von Kalium-Ionen in den Extrazellularraum (Caplan 2002)

sowie zum Rücktransport von Natrium-Ionen in die Zellen. Dem Gradienten folgend

strömt mit den Natrium-Ionen auch Wasser in die Zellen und es resultiert ein zytoto-

xisches Zellödem, das auÿer den Neuronen auch alle anderen Zellen der NVU erfasst

(Kahle et al. 2009). Zudem ist der Kalziumhaushalt vom Energieverlust betro�en:
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Die Funktion der Ca2+-ATPase in der Plasmamembran ist drastisch eingeschränkt,

woraus ein Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration resultiert. Dem folgt

eine Aktivierung kalziumabhängiger Proteasen, Lipasen und DNAasen, die katabole

Nekrosen verursachen (Edvisson und Krause 2002; Lipton 1999). In Abbildung 1.4

sind die pathophysiologischen Mechanismen nach fokaler Ischämie dargestellt.

Abbildung 1.4: Pathophysiologische Mechanismen nach fokaler Ischämie.
Nach Dirnagl et al. 1999.

Eine weitere ausschlaggebende Konsequenz, die dem ATP-Mangel und intrazellu-

lärem Natriumüberschuss folgt, ist die Störung des Membranpotentials mit unkon-

trollierter Depolarisation der neuronalen Plasmamembranen. Glutamat als häu�ger

exzitatorischer Neurotransmitter wird dabei neben anderen Transmittern übermäÿig

freigesetzt (Doyle et al. 2008; Woodru� et al. 2010) und wegen des herrschenden

Energiemangels verzögert aus dem synaptischen Spalt wiederaufgenommen.

Aus der Membrandepolarisierung und intrazellulären Akkumulation von Natrium-

Ionen resultiert zudem eine veränderte Wirkungsweise der natriumabhängigen

Glutamattransporter, wodurch Glutamat auch gegen den Konzentrationsgradienten

die Zelle verlassen kann (Doyle et al. 2008; Gonzalez und Robinson 2004). Zu diesen

Transportern zählen zum Beispiel der L-Glutamat-L-Aspartat-Transporter (GLAST),

der Glutamat-Transporter-1 (GLT-1), der Exzitatorische Aminosäure-Transporter-1

(Excitatory amino-acid transporter 1, EAAT1), EAAT4 sowie EAAT5 (Doyle et al.
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2008; Gonzalez und Robinson 2004).

Das Überangebot von Glutamat bewirkt eine Aktivierung der Glutamatre-

zeptoren, insbesondere von ionotropen NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat-) und me-

tabotropen AMPA-(α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoazopropionsäure)-Rezeptoren.

NMDA-Rezeptoren sind kalziumpermeabel; ihre Aktivierung führt zum Kalzium-

In�ux, weshalb sich das intrazelluläre Kalziumaufkommen noch vergröÿert (Olney

und Sharpe 1969). Es kommt zu einer Reizüber�utung, wodurch ein Selbstzerstö-

rungsmechanismus der Nervenzellen ausgelöst wird, der Prozesse wie Nekrose, Apop-

tose oder auch Autophagozytose umfasst. Bei diesem Phänomen spricht man von

Exzitotoxität.

1.3.2 Peri-Infarkt-Depolarisation

Die bereits beschriebene Depolarisationswelle greift vom Kern der Ischämie auch auf

das periphere Nicht-Infarkt-Gebiet über (Nedergaard und Astrup 1986; Back et al.

2004). Dieser Randbereich, der unmittelbar an die Nekrosezone heranreicht, aber

noch überlebensfähige Zellen enthält, wird Penumbra genannt (Astrup et al. 1981).

Die strukturelle Intaktheit der Zellen ermöglicht eine, wenn auch zeitlich begrenzte,

vollständige Reversibilität pathologischer Veränderungen (Symon et al. 1977; Hakim

1987; Ginsberg 1997; Ginsberg 2002; Back et al. 2004). Um diese Wiederherstellung

zu erreichen, ist eine durch hohen Energieverbrauch erfolgende Repolarisation er-

forderlich. Allerdings drohen aus der Ischämie-bedingten Membraninstabilität noch

innerhalb der nächsten 6 bis 8 Stunden weitere Depolarisationen mit Konzentrations-

erhöhungen von Kalium und Glutamat; die Zellen sterben ab und der Infarkt wächst

(Astrup et al. 1981; Olsen et al. 1983; Mies et al. 1993). Die sogenannte Peri-Infarkt-

Depolarisation ist verantwortlich für ein Fortschreiten der ischämischen Schädigun-

gen. Es besteht eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl der Depolarisationen

und der Infarktgröÿe (Mies et al. 1993).

1.3.3 Oxidativer Stress und Stickoxid

Parallel zu den beschriebenen Veränderungen der Ionenkonzentration führt die Min-

derperfusion im Infarktkern durch die resultierende Störung der mitochondrialen

Funktion zur Bildung freier Sauersto�radikale (Halliwell 1994; Sugawara und Chan

2003). Vor allem durch die Neuronen, die einen geringen Spiegel an Antioxidantien

aufweisen, ist das Hirn wenig tolerabel gegenüber reaktiven Sauersto�spezies (ROS)
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(Coyle und Puttfarcken 1993). Hohe ROS-Konzentrationen können nicht ausreichend

kompensiert werden, und es kommt zur irreversiblen Zellschädigung in Form von

Membrandestruktion, Nukleinsäureabbau und Störung des Energiesto�wechsels, wor-

aus letztlich der programmierte Zelltod, die Apoptose, resultiert (Halliwell 1994; Su-

gawara und Chan 2003).

Zugleich kommt es auch zur Aktivierung der neuronalen Sticksto�monoxid-Synthase

(NOS), welche die Bildung von radikalem Sticksto�monoxid (NO*) katalysiert (Iade-

cola et al. 1995; Zhang et al. 1994). Durch Reaktion mit Superoxidanionen (O2*−)

ergibt das stabile Sticksto�monoxid nach folgender Gleichung (Beckmann 1994)

O2*− + NO* �> ONOO−

das sehr potente Zellgift Peroxinitrit. Unter proin�ammatorischen Bedingungen, wenn

NO und Superoxide simultan in gröÿeren Mengen entstehen bzw. nicht ausreichend

abgebaut werden können, kann die Bildung von ONOO− um das Einmillionenfache

ansteigen (Szabó et al. 2007).

Die Radikalbildung verursacht eine Hochregulierung von Matrix-Metalloproteinasen

(MMP), die unter physiologischen Bedingungen nur in geringer Konzentration inner-

halb der EZM vorhanden sind (Doyle et al. 2008; Siesjö 1992). MMP können die

EZM im aktivierten Zustand abbauen. Bestimmte Domänen befähigen die Enzyme,

sich in der EZM oder Basalmembran zu verankern (del Zoppo et al. 2007). Besonders

deutlich ausgeprägt ist dieser Verankerungsmechanismus bei MMP-2 und MMP-9

(Fukuda et al. 2004; Bauer et al. 2012; del Zoppo et al. 2007), aus deren Aktivierung

eine Zerstörung der Basalmembran und der EZM sowie eine zunehmende Permeabi-

lität der BHS bis hin zum kompletten Schrankenverlust resultieren (van Lint et al.

2007). Darüber hinaus erfüllen MMP Funktionen bei der Prozessierung von Signal-

molekülen und werden mit Zellproliferation, Migration, Di�erenzierung, Angiogenese

sowie Apoptose in Verbindung gebracht.

Freie Sauersto�radikale sowie Kalziumeinstrom und Hypoxie führen zu einer erhöhten

Expression proin�ammatorischer Gene mit nachfolgender Bildung von Entzündungs-

mediatoren. Als Konsequenz aus dem oxidativen und nitrosativen Stress folgen die

Rekrutierung und die Migration von Neutrophilen sowie anderen Leukozyten in die

Blutgefäÿe des Gehirns (Crack und Taylor 2005). Daraus lässt sich die infarktbeglei-

tende Entzündungsreaktion der Ischämiezone erklären.
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1.3.4 Apoptose

Bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der AD (Rohn et al. 2001) und Morbus

Parkinson (Hartmann et al. 2000) sowie bei akuten Ereignissen wie Traumata (Sprin-

ger et al. 1999), zerebralen Krampfanfällen (Gillardon et al. 1997) oder nach zere-

braler Ischämie bzw. Reperfusion (Böttiger et al. 1999) ist neuronale Apoptose von

ausschlaggebender Bedeutung.

Bereits beschriebene Ereignisse - wie Glutamatrezeptoraktivierung, Kalziumüberla-

dung und Schäden durch reaktive Sauersto�spezies - können Zellen in Nekrose oder

Apoptose treiben (Dirnagl et al. 1999). Ob es zu apoptotischen oder nekrotischen

Prozessen kommt, ist abhängig von Art und Intensität der Stimuli (Kato und Kogure

1999), den betro�enen Zelltypen und den zellulären Entwicklungsstadien (Leist und

Nicotera 1998).

Infarktwachstum in der Penumbra wird verursacht durch Apoptose, da hier mildere

ischämische Prozesse ablaufen und noch ATP vorhanden ist (Ferrer und Planas 2003;

Kato und Kogure 1999; Kerr 1965; Kerr et al. 1972). Dieses Infarktwachstum nach

Ischämie ist ein generelles Phänomen (Hossmann 2006); nach Baird et al. nimmt die

Infarktgröÿe in den ersten 7 Tagen um 20% zu (Baird et al. 1997; Back et al. 2004).

In besonders vulnerablen Gehirnregionen (Hippokampus, Nucleus reticularis thala-

mi), aber auch bestimmten Schichten des Neokortex ist die Apoptose mit einer ver-

spätet einsetzenden Neurodegeneration assoziiert (Padosch et al. 2001).

Das Phänomen der selektiven Vulnerabilität bezeichnet die unterschiedliche Em-

p�ndlichkeit verschiedener Zellpopulationen gegenüber Sauersto�mangel (Paulus et

al. 2012). Bereits nach sehr kurzer Ischämiezeit (< 1 Min.) kommt es zu irrever-

siblen Schäden, wobei makroskopisch keine Nekrose erkennbar ist (Ringelstein und

Nabavi 2007). Im Tierversuch konnte für Ratten gezeigt werden, dass zunächst Zellen

der CA1-Schicht des Hippokampus geschädigt werden, später CA3-Pyramidenzellen,

Körnerzellen des Gyrus dentatus und Gliazellen. Sehr resistent erscheinen Endothel-

zellen (Hasner et al. 2000). Jedoch haben neuere Arbeiten gezeigt, dass eine Ischämie-

bedingte Schädigung der BHS aus einer Zerstörung der Endothelzellen resultiert

(Krueger et al. 2013; 2015).

In der vorliegenden Arbeit werden unter dem Gesichtspunkt der selektiven Vulnerabi-

lität das cholinerge und katecholaminerge System vor allem im Striatum betrachtet.

Das Striatum präsentiert eine Reihe verschiedener neuronaler Zelltypen (Tepper et al.

2010), stellt jedoch auch ein Areal dominanter cholinerger Transmission dar (Benar-

roch 2012). Dadurch gewinnt das Striatum groÿe Bedeutung im Hinblick auf schlag-
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anfallrelevante Veränderungen z.B. des cholinergen Systems.

1.4 Alzheimersche Demenz als Komorbidität

Das Risiko für die Alzheimersche Erkrankung wird durch eine Vielzahl von Faktoren

beein�usst; unter anderem besteht ein gröÿeres Risiko nach Auftreten eines Schlagan-

falls (Keeley et al. 2014). Alzheimer-Patienten haben zum einen ein erhöhtes Risiko

für ein ischämisches Ereignis (Tolppanen et al. 2013), zum anderen ist ein Auftreten

eines Schlaganfalls bei Alzheimer-Patienten mit einer schlechteren Prognose verge-

sellschaftet (Doraiswamy et al. 2002; Hachinski 1979, 2011). Das Alter scheint dabei

der zentrale Faktor zu sein, der die Überlappung beider Erkrankungen erklärt, da es

im Alter sowohl zu einer erhöhten Rate an Schlaganfällen als auch der AD kommt

(Alzheimer's Association 2016; Hankey 2017). Keeley et al. (2014) postulierten, dass

β-Amyloid und Ischämie gemeinsam schlechtere funktionelle Konsequenzen hervorru-

fen, als wenn diese Faktoren allein auftreten. Tierexperimentell konnte gezeigt werden,

dass ischämische Ereignisse, insbesondere mildere Formen, in Anwesenheit von hohen

β-Amyloid-Konzentrationen - höhere Infarktvolumina, fulminantere Entzündungsre-

aktionen und einen schwereren Gedächtnisverlust verursachen - im Vergleich zum

alleinigen Auftreten von Ischämie oder β-Amyloidose (Amtul et al. 2014a; Cechetto

et al. 2008; Whitehead et al. 2005a, 2005b, 2007). Die o�ensichtliche wechselseitige

Beein�ussung erschwert die Konzipierung von erfolgreichen Behandlungsstrategien

(Endres et al. 2008; Banik et al. 2015). Als Konsequenz fehlgeschlagener therapeu-

tischer Strategien kam es zur Erweiterung der Forschung zu komplexeren Ansätzen

mit Berücksichtigung von Neuronen, Astro-, Mikroglia in Assoziation mit Gefäÿen,

zusammengefasst als NVU (del Zoppo et al. 2009; 2010).

Der demogra�sche Wandel, einhergehend mit der steigenden Lebenserwartung der

Bevölkerung weltweit, ist ausschlaggebender Antrieb der Zunahme von altersbeding-

ten Erkrankungen, insbesondere Demenzerkrankungen. Als häu�gste Form tritt dabei

die AD auf, die circa 55% aller Demenzfälle umfasst. Laut WHO gab es bereits 2001

weltweit eine Prävalenz der AD von 18 Millionen; man rechnet mit einer Verdopp-

lung der Fallzahl auf circa 34 Millionen bis 2025. In Deutschland beträgt die Prävalenz

von Demenzerkrankungen etwa 1,1 Millionen, wobei zwei Drittel der Patienten an der

Alzheimerschen Erkrankung leiden (Robert-Koch-Institut 2009).

Die Erstbeschreibung geht auf den deutschen Psychiater und Neuropathologen Alois

Alzheimer zurück, der bereits 1906 in Tübingen die Erkrankung von Auguste Deter
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als ersten Fall dieser Demenzerkrankung beschrieb (Vishal et al. 2011). Über 100 Jah-

re später stellt diese Erkrankung eine groÿe und weiter zunehmende Herausforderung

an das Gesundheitssystem und die Hirnforschung dar.

Symptomatisch ist die AD gekennzeichnet durch ein progredientes kognitives De-

�zit, Gedächtnisstörungen sowie Verlust von Sprache, praktischen Fähigkeiten und

visuellem Erkennen. Im Endstadium kommt es zum De�zit von Alltagsaktivitäten,

Verhaltensänderungen und Hirnatrophie, wodurch eine vollständige Abhängigkeit von

Auÿenstehenden resultiert, bis die Krankheit im Durchschnitt 9 Jahre nach Diagno-

sestellung einen letalen Ausgang nimmt (Medeiros und LaFerla 2013; Querfurth und

LaFerla 2010).

Trotz wachsenden Wissens über molekulare Pathomechanismen bleibt die genaue

Ätiologie und der Zusammenhang pathologischer Veränderungen im Gehirn Gegen-

stand intensiver Forschung (Streit 2004; Jack et al. 2009; Mattsson et al. 2015).

Es gibt mehrere Theorien zu Entstehungsmechanismen der AD. Die cholinerge Hy-

pothese (Wenk et al. 1979; Bigl et al. 1982; Francis et al. 1999) sieht als Grund für

die AD eine reduzierte Azetylcholinsynthese an, durch die es zum Untergang cho-

linerger Neurone im basalen Vorderhirn kommt (Whitehouse et al. 1982; Arendt et

al. 1983; Coyle et al. 1983; Schliebs und Arendt 2011). Histologische Befunde und

die Erkenntnis, dass Azetylcholin (ACh) ausschlaggebend für die Vigilanz ist, stützen

diese These (Dawson et al. 1992). Auch eine medikamentöse Therapie mit Azetylcho-

linesterasehemmern kann kurzzeitig zu einer Verbesserung der Symptomatik führen

(Giacobini 2004). Allerdings sind auch De�zite in anderen Neurotransmittersystemen

von Bedeutung, womit die cholinerge Dysfunktion nicht als alleiniger Entstehungs-

mechanismus anzusehen ist (Nelson et al. 2012).

Weitere Theorien postulieren als Krankheitsursache Ablagerungen von fehlgefalteten

β-Amyloid-Peptiden in extrazellulären Amyloidplaques (senilen Plaques), hypophos-

phorylierten Tau-Proteinen in Neuro�brillenbündeln (Braak und Braak 1991) sowie

eine starke Gliaaktivierung (Nagele et al. 2004). Zudem scheinen sowohl vaskuläre

Faktoren, die zu einer chronischen Minderdurchblutung des Gehirns führen (de la

Torre 2004) als auch verringerte Insulinspiegel einhergehend mit einer zentralnervö-

sen Insulinrezeptorresistenz im Gehirn (Rivera et al. 2005) von Bedeutung zu sein.

Es lässt sich schlussfolgern, dass zahlreiche zentralnervöse Veränderungen im Entste-

hungsprozess der AD diskutiert werden, aber bislang keine konkrete Ursache identi�-

ziert wurde. Möglich ist auch, dass es sich um ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren

handelt. Als histologische Korrelate �nden sich u.a. senile Plaques, neuro�brilläre
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Tangles (NFT), Verlust kortikaler Neurone, Astrogliose, Degeneration der Granulo-

vakuolen in den Pyramidenzellen des Hippokampus, Amyloidangiopathie, Neurodege-

neration im Nucleus basalis Meynert und Synapsenverlust (Beach et al. 1989; Itagaki

et al. 1989; Mandelkow und Mandelkow 1998; Trojanowski and Lee 2000; Iqbal und

Grundke-Iqbal 2002; Crews und Masliah 2010; Montine et al. 2012).

1.5 Cholinerges und katecholaminerges System im

Vorderhirn

1.5.1 Cholinerges System

Eine gleichbleibend wichtige Herausforderung der Neurowissenschaften bleibt das ver-

tiefte Verständnis der Funktion und Modulation des cholinergen Systems. Seit in der

ersten Hälfte des letzten Jahrhunderts Azetylcholin als erster Neurotransmitter und

Cholinazetyltransferase (ChAT) als Syntheseenzym für Azetylcholin identi�ziert wur-

den, besteht ein immenses Interesse an der Erforschung cholinerger Neurone und ihrer

Erfüllung von Basisfunktionen des Gehirns.

Chemische Sto�e, die eine ausschlaggebende Rolle im cholinergen System spielen,

sind ACh, Azetylcholinesterase (AChE) und ChAT. Unter biochemischen Gesichts-

punkten ist ACh als quartäre Ammoniumverbindung ein Ester der Essigsäure und

des einwertigen Aminoalkohols Cholin.

Azetylcholin als einer der wichtigsten Neurotransmitter aller Säugetiere ist seit lan-

gem bekannt. Experimente am Froschherzen lieÿen Otto Loewi bereits 1921 zu der

Erkenntnis kommen, dass für die Übertragung von Nervenimpulsen auf das Herz ein

chemischer Sto� verantwortlich ist, den er zunächst Vagussto� nannte. Die Identi�zie-

rung dieses Sto�es als Azetylcholin gelang Loewi und Navratil 1926. Darüber hinaus

erkannte der britische Biochemiker Henry H. Dale schon 1914 die pharmakologischen

E�ekte von Azetylcholin sowie anderer Ester und demonstrierte die Freisetzung von

ACh an der neuromuskulären Endplatte (Dale et al. 1936). Daraufhin belegte er die

Theorie der neurohumoralen Übertragung (Dale 1938) und zeigte zudem, dass die

cholinerge Übertragung eine ausschlaggebende Rolle im zentralen, peripheren und

autonomen Nervensystem spielt.

Die Verteilung von Azetylcholin im zentralen Nervensystem wurde erst in den 1980er

Jahren weitgehend geklärt (Wainer et al. 1984, Eckenstein 1985). Wesentlicher Grund

für diesen recht langsamen Erkenntniszuwachs war die komplizierte morphologische
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Identi�kation spezi�scher cholinerger Strukturen im Gehirn (Wainer et al. 1984).

Ein weiterer Schritt von zentraler Bedeutung war die Entdeckung des Enzyms AChE

(Galehr und Plattner 1928; Engelhart und Loewi 1930), das für den Abbau von ACh

verantwortlich ist. Enzymhistochemische Verfahren zur Lokalisation von AChE ba-

sieren auf schwerlöslichen, nach AChE-Katalyse entstehenden Reaktionsprodukten

(Koelle und Friedenwals 1949; Karnovsky und Roots 1964). Weitere Forschungen

zeigten jedoch, dass diverse nicht-cholinerge Zellpopulationen auch eine hohe Aktivi-

tät der AChE aufweisen, darunter besonders katecholaminerge und serotonerge Zellen

des Hirnstammes (Koelle 1969; Jacobowitz und Palkovits 1947; Butcher et al. 1975;

Hoover et al. 1978). Somit ist AChE nicht als spezi�sches Enzym für das cholinerge

System anzusehen.

Ein selektiver Marker für cholinerge Neuronen ist deren Leitenzym ChAT (Nachman-

sohn und Machado 1943), das die Synthese von ACh aus Azetyl-Koenzym A und

Cholin katalysiert. Mit Antikörpern gegen ChAT (Levey et al. 1981; Crawford et

al. 1982; Eckenstein und Thoenen 1982; Levey et al. 1983), deren Gewinnung vie-

le Jahre ein schwieriges technisches Problem war (Rossier 1981), gab es spezi�sche

Marker cholinerger Strukturen vor allem im Hirngewebe (Kuhar 1976; Levey et al.

1983; Wainer 1984). ChAT-Markierungen durch Immunperoxidase- oder Immun�uo-

reszenzmethoden erlauben ein besseres Verständnis der cholinergen Innervation und

der entsprechenden Hirnfunktionen.

Die tragende Rolle cholinerger Zellpopulationen für die Gewährleistung zentraler

Hirnfunktionen wie der Informationsverarbeitung ist seit langem evident (Rolls et al.

1979; Bartus et al. 1982; Stewart et al. 1984; Flicker et al. 1985; Aigner und Misch-

kin 1986; Metherate et al. 1987). Nachfolgende Studien ergaben, dass aszendierende

cholinerge Neurone weitere allgemeine Hirnfunktionen gewährleisten. Hierzu gehören

die Kontrolle verschiedener Verhaltensweisen (Stewart et al. 1984; Baghdoyan et al.

1984) sowie kortikale Prozesse wie Aufmerksamkeitssteuerung, Lernen und Gedächt-

nis (Rolls et al. 1979; Bartus et al. 1982; Flicker et al. 1985; Aigner und Mischkin

1986; Wenk et al. 1987; Metherate et al. 1987). Diese Ergebnisse belegten die groÿe

Bedeutung von Störungen des cholinergen Systems für die Pathogenese neurodege-

nerativer Erkrankungen wie der Alzheimerschen Demenz. So wurde in den späten

1970er und frühen 1980er Jahren die Erforschung dieses Systems auch für klinische

Fragestellungen attraktiv.

Dutzende Pharmaka wurden getestet, um deren Fähigkeit zum Zellschutz cholinerger

Neurone zu erfassen (Giacobini 2002). Jedoch ist es bisher nicht möglich, die Vulne-

14



rabilität dieser Zellpopulationen e�ektiv und längerfristig zu verhindern. Essentielle

verbleibende Fragen betre�en die Problematik, ob die cholinergen Neuronen unter pa-

thologischen Bedingungen einen bevorzugten Angri�spunkt darstellen sowie ob und in

welchem Umfang es nach deren Zerstörung zur Regeneration kommt. Voraussetzung

für die Beantwortung dieser Fragen ist die genaue Kenntnis von morphologischen und

funktionellen Aspekten der cholinergen Neuronen, einschlieÿlich ihrer anatomischen

Organisation in Kerngebiete, Innervationen durch andere Neuronentypen sowie phy-

siologische und unphysiologische Stimulation (Godyn et al. 2016).

Ein sich im Aufbau be�ndlicher Ansatz ist die Stammzelltherapie, die groÿe Bedeu-

tung für die Behandlung verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen erlangen

könnte. Im Moment be�ndet sich die Stammzelltechnologie noch in ihren Anfängen,

jedoch zeigt sich ein schnelles Fortschreiten, welches ein groÿes Potential sowohl in der

direkten als auch indirekten Alzheimertherapie voraussagt. In Kombination mit den

Daten der Alzheimerforschung aus den vergangenen Dekaden verspricht die Stamm-

zelltherapie eine neue Generation in der Behandlung der AD (Lee et al. 2016).

Das basale Vorderhirn enthält vier Kerngebiete mit cholinergen Projektionsneuro-

nen, Ch1-Ch4 (Mesulam 1983). Diese in Abb. 1.5 schematisch dargestellten Kernge-

biete liegen als lockere Ansammlungen vor und stehen in Verbindungen zu anderen

Kerngebieten und Zellfasern, die entsprechende Regionen durchziehen. Wesentliche

Parameter für die Klassi�zierung cholinerger Neurone im Vorderhirn nach Mesulam

(1983) sind ihre Projektionsbeziehungen zu neokortikalen Arealen im Telenzepha-

lon. Cholinerge Neurone des MS (Ch1) und vDBB projizieren hauptsächlich in den

Hippokampus. Eine wichtige Leitungsbahn vom hDBB (Ch3) führt zum Bulbus ol-

factorius sowie zum piriformen, zingulären und entorhinalen Kortex. Die Ch4-Region

wird vorwiegend vom NPM und MBN gebildet und projiziert zum Neokortex und zur

Amygdala.

Der Groÿteil des Azetylcholins, das im Striatum freigesetzt wird, unterliegt der

Beein�ussung striataler cholinerger Interneurone. Die laterodorsalen und pendun-

culopontinen Nuklei (LDT/PPN) im Hirnstamm sind maÿgeblich an cholinergen

Projektionen beteiligt (Dautan et al. 2014). Diverse Untergruppen des PPN/LDT-

Komplexes sind eingebunden in die Weiterleitung cholinerger Signale zum sensomoto-

rischen und limbischen Kortex. Von diesen Regionen wiederum erfolgt die cholinerge

Innervation des Thalamus und des ventralen Mittelhirns. Somit kann vom aszendie-

renden cholinergen System aus - sowohl direkt über striatale Innervation als auch

indirekt über den thalamostriatalen und mesostriatalen Weg - die striatale Aktivität
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Abbildung 1.5: Organisation cholinerger Leitungsbahnen im Rattenhirn. Schematische
Darstellung eines medialen Sagittalschnitts.
Bei der Betrachtung von rostral nach kaudal �nden sich folgende Kerngebiete: mediales Sep-
tum (MS), Kerne des horizontalen und vertikalen Schenkels des diagonalen Broca-Bandes
(h/v DBB), der Nucleus praeopticus magnocellularis (NPM), die Substantia innominata
(SI) sowie der Nucleus basalis magnocellularis (MBN), der dem humanen Nucleus basalis
Meynert entspricht. Auÿerhalb des basalen Vorderhirns in der Formatio reticularis des Me-
senzephalon be�nden sich die Ch5-Ch6-Regionen mit dem Nucleus pedunculopontinus und
Nucleus tegmentalis posterolateris. Nach Mesulam et al. 1983.

reguliert werden.

Die Entwicklung neuer Therapeutika, die z.B. modulierend an cholinergen Rezeptor-

subtypen eingreifen, könnte einen groÿen Fortschritt in der Therapie verschiedener

zerebraler Erkrankungen, wie Morbus Parkinson oder Medikamentenabhängigkeit be-

deuten. Voraussetzung dafür ist das Verständnis von Funktion und Anatomie cho-

linerger striataler Interneurone einhergehend mit gezieltem Eingreifen in das choli-

nerge System mittels Rezeptormodulatoren.

Die künftig notwendige, bessere Analyse der synaptischen Verschaltung zerebraler

Netzwerke sollte helfen tiefgreifendere Erkenntnisse zu gewinnen. Hierbei kommt auch

einer detaillierten Analyse der cholinergen Innervation des Striatums eine besondere

Bedeutung zu.

1.5.2 Katecholaminerges System

Katecholamine sind eine Gruppe von organischen Verbindungen, die einen Benzenring

mit zwei benachbarten Hydroxylgruppen sowie einer gegenüberliegenden Aminogrup-

pe besitzen (siehe auch Abb. 1.6). Zu den physiologisch wichtigsten Katecholaminen
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gehören Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. Katecholamine dienen als Hormone

und Neurotransmitter im peripheren und zentralen Nervensystem, werden aber auch

zu therapeutischen Zwecken künstlich hergestellt. 1939 gelang es den Pharmakologen

Peter Holtz und Hermann Blaschko, die Biosynthese der körpereigenen Katecholamine

im Nebennierenmark aufzuklären (Molino� und Axelrod 1971). Startpunkt der Syn-

these stellt die Aminosäure L-Tyrosin dar, die durch das geschwindigkeitsbestimmen-

de Markerenzym Tyrosinhydroxylase (TH) zu L-Dopa umgewandelt wird. In weiteren

Reaktionsschritten entstehen durch Hydroxylierung und Methylierung erst Dopamin,

dann Noradrenalin und schlieÿlich Adrenalin. Abbildung 1.6 zeigt eine schematische

Darstellung der Katecholaminsynthese.

Seit dem Nachweis der Aktivität von Katecholaminen im zentralen Nervensystem

in den 1950er Jahren (Bertler et al. 1959; Carlsson 1959; Montagu 1956; Vogt 1954)

wurde diesen Wirksto�en groÿe Beachtung geschenkt, vor allem da man früh ihre Be-

teiligung bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel Morbus Parkinson,

erkannte. Sie steuern als Neurotransmitter eine Vielzahl von Funktionen des zentralen

Nervensystems. Dazu zählen im Wesentlichen die Kontrolle von Motorik, Kognition,

Emotionen, Gedächtnis und hormonelle Regulation. Auf zellulärer Ebene sind Ka-

techolamine an der Regulation von Ionenkanälen beteiligt. Dabei ist es abhängig vom

Rezeptortyp, ob es zu einem Ö�nen oder Schlieÿen der Kanäle kommt (Nicoll et al.

1990). Aus ihrer Dysfunktion resultieren verschiedene Störungen, darunter vor allem

neurologische und neuropsychatrische Krankheiten wie Morbus Parkinson, Depres-

sionen oder Angst- und Appetitstörungen (Nagatsu et al. 1984; Rubin et al. 1985;

Davidsson et al. 1987; Oades 1987).

Die zentralen noradrenergen Bahnen ziehen überwiegend von der im Hirnstamm ge-

legenen Pons aus und senden ihre Axone sowohl nach kaudal, zur Medulla oblongata,

als auch nach rostral, zum Telenzephalon. Diese Neurone steuern kognitive Funk-

tionen wie Aufmerksamkeit und Erinnerung, aber auch vegetative Prozesse wie die

neuroendokrine und autonome Regulation (Robbins und Everitt 1995), was Schmerz-

hemmung, Schlafverhalten und Angstentwicklung umfasst. Jedoch ist noch immer

unklar, welche Rolle Katecholamine bei der Modulation nicht-motorischer Funktio-

nen im Bereich von Striatum und Amygdala spielen.

Veränderungen in der TH-Aktivität sind beteiligt an der Entstehung verschiedener

Krankheitsbilder, wie dem Segawa-Syndrom, der Parkinsonschen Erkrankung oder

der Schizophrenie (Godwill et al. 1997; Thibaut et al. 1997).

Weil sich Antikörper gegen Tyrosinhydroxylase in Vorarbeiten am PFI als sensitive
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Abbildung 1.6: Katecholaminsynthese. Nach Goridis und Rohrer 2002.
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und robuste Marker erwiesen haben (Brauer et al. 2000; Riedel et al. 2002), wur-

den diese Immunreagenzien in der vorliegenden Studie verwendet. Der eingesetzte

Kaninchen-Antikörper ist hochspezi�sch und erfasst keine serotonergen Zellen.

1.6 Tiermodelle

Um eine biochemische, histologische und pathologische Analyse für Schlaganfall-

relevante Veränderungen im Gehirn vorzunehmen, ist es wichtig, dass Untersuchungen

an Geweben post mortem mit kurzer Verweilzeit vor dem Einfrieren oder ihrer Fixie-

rung vorgenommen werden. Humanes Material kann diese Forderungen meist nicht

erfüllen. Daher bedient man sich verschiedener Tiermodelle, in denen unter standar-

disierten Bedingungen das kontrollierte Ein- bzw. Ausschalten bestimmter Variablen

erfolgt. Dabei ist es möglich, den Zeitpunkt der Ischämie genau zu terminieren und

Untersuchungen gezielt in verschiedenen Ebenen der Hirnkompartimente vorzuneh-

men. Gerechtfertigt wird dieses Zurückgreifen auf Tiermodelle jedoch nur, da Paral-

lelen zwischen den physiologischen, biochemischen und pathophysiologischen Vorgän-

gen in verschiedenen Säugetieren und dem Menschen bestehen (Shellshear 1927).

Um die im Tiermodell gewonnenen Daten auf den Menschen übertragen zu können,

müssen die tierexperimentell induzierte Ischämie und die Ischämie im menschlichen

Gehirn ähnliche Histologie und Klinik aufweisen. Nur dann ähneln sich auch bio-

chemische und pathophysiologische Veränderungen im Patienten und im Tiermodell

hinreichend. Die Läsionen sollten hinsichtlich ihrer Gröÿe und Lage weitgehend repro-

duzierbar sein. Bevorzugt wird beim Ischämiemodell auf Nagetiere zurückgegri�en.

Hierbei sind Ergebnisse zu erwarten, die denen des Menschen entsprechen (Endres

und Dirnagl 2002; Hossmann 2004; Dirnagl et al. 2014). Eine verbesserte Vergleich-

barkeit wird dadurch garantiert, dass die Tiere alle aus einer Inzuchtstammlinie mit

hoher genetischer Homogenität entstammen.

Risikofaktoren wie Vorerkrankungen, die sowohl das Ausmaÿ als auch das Resultat

der Ischämie beein�ussen, werden durch die Verwendung standardisierter Tierstäm-

me eliminiert. Jedoch ist dies auch gleichzeitig ein Schwachpunkt von Tiermodellen,

da bei Patienten bei fast jedem Ischämieereignis auch ein gewisser Pool an Risiko-

faktoren oder Vorerkrankungen vorhanden ist, der das Outcome beein�usst. Dieser

Umstand wird selten berücksichtigt, so dass eine �Eins-zu-eins-Übertragung� der Er-

gebnisse nicht möglich ist.

Durch genetisch modi�zierte Tiere (im Besonderen Mäuse) ergeben sich eine Vielzahl
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Möglichkeiten, die Rolle einzelner Gene herauszu�nden (Kinouchi et al. 1991; Endres

und Moskowitz 1998; Chan 2001; Wang et al. 2008), wobei vor allem transgene Tiere

und sogenannte Knock-out(K.o.)-Mäuse untersucht werden.

Neben der Untersuchung von Wildtyp-Mäusen ist für die Analyse Alzheimer-artiger

Veränderungen im zerebralen Kortex ein altersentsprechendes transgenes Mausmodell

notwendig, das Mutationen aufweist, die in Zusammenhang mit der Alzheimerschen

Erkrankung stehen. Die Generierung eines triple-transgenen Modells, von sogenann-

ten 3xTg-Mäusen, erfolgte durch die Arbeitsgruppe um die Drs. Frank M. LaFerla

and Salvatore Oddo (Irvine, University of California, USA; Oddo et al. 2003). Hierbei

wurden die Eizellen einer homozygoten Knock-in-Maus, die eine PS1M146V -Mutation

trägt, gleichzeitig mit zwei unabhängigen Transgenen mit den Mutationen APPSwe

und TauP301L injiziert. Die Transgene wurden in die Wirts-DNA eingeschleust, womit

genetisch gleiche Mäuse entstanden. Da es bei diesem Versuchsaufbau nicht zur un-

abhängigen Vererbung der Transgene kommt, können die Tiere wie einfach transgene

Tiere gezüchtet werden. Es wurde somit die biologische Variabilität reduziert, die

bei Kreuzung zweier unabhängiger Linien unvermeidlich gewesen wäre. Die mutier-

ten humanen Transgene stehen unter Kontrolle des Neuronen-spezi�schen Thy1.2-

Regulators und werden somit nur im zentralen Nervensystem exprimiert (Oddo et

al. 2003). Die für alle drei Allele homozygoten Mäuse sind fruchtbar, zeigen initial

keine schwerwiegenden Abnormalitäten oder Verhaltensau�älligkeiten und erreichen

ein Alter von bis zu 2 Jahren.

Die Mutation im APP- und Presenilin-Gen führt zur Überexpression vom jeweiligen

Konstrukt und somit zur Überproduktion der APP- und PS1-Varianten mit gleich-

zeitiger Erhöhung der parenchymalen Aβ-Belastung. Die Translation der Transgene

zeigt sich begrenzt auf das zentrale Nervensystem, insbesondere auf die Alzheimer-

relevanten Regionen Hippokampus und zerebraler Kortex. In diesem Konstrukt

kommt es zum progressiven Anstieg der Aβ-Plaques mit begleitender intrazellulä-

rer Immunreaktivität bereits innerhalb von 3 bis 4 Monaten (Malm et al. 2011).

Nach dem 10. Lebensmonat wurde im Hippokampus hyperphosphoryliertes Tau de-

tektiert. Die Tauopathie mit TauP301L-Mutation ist assoziiert mit frontotemporaler

Demenz und Parkinson-typischen Symptomen. Bei entsprechender Mutation kommt

es zur gesteigerten Tau-Expression bereits 3 Wochen nach Injektion. Von Klein et al.

(2004) durchgeführte Analysen ergaben klar nachweisbare Neuro�brillen in 4 Monate

alten Mäusen. 'Pretangle'-Strukturen lieÿen sich bereits in 2 Monate alten Tieren

detektieren.
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Die altersabhängige β-Amyloidose und Tau-Hyperphosphorylierung in 3xTg-Mäusen

wurde auÿer von Oddo et al. (2003a, b) auch von Mastrangelo und Bowers (2008)

sowie Oh et al. (2010) gründlich analysiert und war auch Gegenstand von Vorar-

beiten am PFI (Härtig et al. 2010a, b, 2014). Hierbei wurde für 3xTg-Mäuse eine

altersabhängige Ablagerung von β-Amyloid überwiegend im zerebralen Kortex, im

Hippokampus und der Amygdala nachgewiesen.

3xTg-Mäuse wurden bereits für experimentelle Schlaganfallstudien genutzt; Hawkes et

al. (2013) beschrieben z.B. für phosphoryliertes Tau keine Unterschiede zwischen dem

von der Ischämie betro�enen Hippokampus im Vergleich zum kontralateralen Hippo-

kampus. β-Amyloid könnte eine wichtige Rolle im Antwortverhalten von Blutgefäÿen

spielen, die vom ischämischen Ereignis betro�en sind. Dieses Phänomen kommt mehr

zum Tragen in Regionen, in denen die β-Amyloid-Konzentrationen hoch sind

und/oder wo die β-Amyloid-Transportmechanismen an der Blut-Hirn-Schranke nicht

funktionieren (Hawkes et al. 2014; Morris et al. 2016). Zudem wurden in den 3xTg-

Mäusen Veränderungen im Gefäÿsystem detektiert. In diesen Arbeiten fehlten jedoch

Daten zu den Auswirkungen experimentell induzierter Ischämie auf Wechselwirkun-

gen zwischen Gefäÿen und sie innervierender Nervenfasern sowohl in 3xTg- als auch

in Wildtyp-Mäusen.
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2 Zielstellung

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, im Tiermodell lokale und altersbedingte E�ek-

te der zerebralen Ischämie mit anschlieÿenden Gefäÿ- und Nervenfaserveränderungen

in nativen sowie in komorbiden Mäusen mit Alzheimer-artigen Veränderungen zu

charakterisieren. Hierzu sollten die Auswirkungen einer experimentell induzierten ze-

rebralen Ischämie auf cholinerge und katecholaminerge Nervenfasern, die als wichtige

Neurotransmittersysteme im zentralen Nervensystem gelten, analysiert werden.

Zur experimentellen Induktion des Schlaganfalls sollte auf ein patientennahes Maus-

modell, das Filamentmodell, zurückgegri�en werden. Für die beabsichtigten semi-

quantitativen Analysen sollten neben triple-transgenen (3xTg) Mäusen mit altersab-

hängiger β-Amyloidose und Tau-Phosphorylierung auch altersgleiche Wildtyp-Mäuse

dienen. Neben diesen beiden Gruppen 3 Monate alter Tiere war auch die Untersu-

chung 12 Monate alter Wildtyp- und 3xTg-Mäuse vorgesehen, um erwartete Altersef-

fekte zu berücksichtigen. Beabsichtigt war die Analyse von mindestens 6 Individuen

aller 4 Tiergruppen, um eine Semiquanti�zierung von Daten zu ermöglichen.

Vorgesehen war die semiquantitative Analyse cholinerger und katecholaminerger Ner-

venfasern hinsichtlich ihrer Dichte, Intensität sowie Diskontinuität. Zudem erfolgte

die quantitative Untersuchung von Gefäÿdichte und �intensität.

Hauptziel waren Erkenntnisse zur Vulnerabilität cholinerger und katecholaminerger

striataler Systeme. Zu klären war, wie sich kurzzeitig nach einem ischämischen Er-

eignis die neuronalen Fasern verändern und ob bereits direkt nach einem Schlagan-

fallereignis gravierende Veränderungen eingetreten sind, die eine erfolgreiche Inter-

vention ausschlieÿen. Darüber hinaus sollten mit Fluoreszenz-Dreifachmarkierungen

Alzheimer-typische Veränderungen in 3xTg-Mäusen veri�ziert werden. Ein weiteres

Ziel waren qualitative Daten zu räumlichen Lagebeziehungen zwischen Basalmembra-

nen und Endothelzellen sowie neuronalen Faserendigungen. Abschlieÿend vorgesehen

war die simultane Darstellung ischämiebedingter Veränderungen der Gefäÿkontakte

sowohl cholinerger als auch katecholaminerger Fasern.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Für die vorliegende Studie wurde von Mäusen beider Geschlechter nach experimen-

tell induziertem Schlaganfall die Vorderhirnregion analysiert. Drei und 12 Monate alte

Sv129/B6 Wildtyp-Mäuse wurden mit altersentsprechenden triple-transgenen (3xTg)

Tieren mit jeweils einem Tag Überlebenszeit nach dem induzierten Ischämieereig-

nis verglichen. Die Tiere sind hinsichtlich des Knock-in-Konstrukts für Presinilin-1

(M146V) homozygot (Oddo et al. 2003) und tragen zwei mutierte menschliche Trans-

gene: APP (Swedish mutation) und Tau-P301L. Um die forcierte Expression dieser

Proteine zu erreichen, wurde der "neuronenspezi�sche"Maus-Thy1-Promoter verwen-

det. Zudem wurden drei 2 Jahre alte 3xTg-Mäuse einbezogen, um altersabhängige

Alzheimer-typische Veränderungen für speziell diese Mäuse darzustellen (Oddo et al.

2003; Härtig et al. 2010a, b, 2014).

Alle Mäuse wurden bereitgestellt durch das Medizinisch-Experimentelle Zentrum

(MEZ) der Universität Leipzig. Die Zucht beruht auf im Jahr 2005 erhaltenen Brut-

paaren von Dr. Frank M. LaFerla und Dr. Salvatore Oddo (University of California,

Irvine, CA, USA). Die Durchführung der Versuche erfolgte entsprechend den Euro-

päischen Richtlinien zur Regelung für Tierversuche (86/609/EEC). Die Genehmigung

wurde vom Regierungspräsidium Leipzig als Tierversuchsvorhaben (TVV) 24/10 er-

teilt.
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3.1.2 Chemikalien

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien und Hersteller bzw. Lieferanten

AlexaFluor647-Streptavidin Dianova, Hamburg
Biotinyliertes Solanum tuberosum-Lektin Vector, Burlingame, CA, USA
Cy2-Esel-anti-Kaninchen IgG Dianova
Cy3-Esel-anti-Ziege IgG Dianova
DyLight649-Streptavidin Dianova
Eiweiÿglyzerin Hollborn & Söhne, Leipzig
Entellan Merck, Darmstadt
Eselnormalserum Dianova
Kaninchen-anti-Aquaporin 4 Alomone, Jerusalem, Israel
Kaninchen-anti-Tyrosinhydroxylase Merck Millipore
Natriumazid Merck
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe
Paraformaldehyd Merck
Saccharose Carl Roth
Schaf-anti-TH Abcam, UK
Triton X-100 Ferak, Berlin
Toluol Merck
Wassersto�peroxid Merck
Ziege-anti-Cholinazetyltransferase Merck Millipore
Ziegenormalserum Dianova

3.1.3 Lösungen

Tabelle 3.2: Verwendete Lösungen und Hersteller

Tris-gepu�erte Kochsalzlösung, 0,1 M, pH 7,4 (TBS)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Carl Roth
+ Natriumchlorid, 0,85 % [w/v] Carl Roth
mit 12 N Salzsäure (HCl, 37 %-ig) auf pH 7,4 eingestellt
Phosphat-gepu�erte Kochsalzlösung, 0,1 M, pH 7,4
(PBS)
Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth
+ Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth
+ Natriumchlorid 0,9%
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3.2 Methoden

Die vorliegende Arbeit basierte auf einer experimentellen Tierversuchsstudie am

Mausmodell. Die operative Okklusion der Arteria cerebri media verursachte hierbei

eine fokale zerebrale Ischämie, die einen humanen Schlaganfall nachahmen soll. Als

Grundlage diente das permanente MCAO (middle cerebral artery occlusion)-Modell.

Die fokale zerebrale Ischämie wurde mittels des Fadenmodells induziert. Dies wur-

de von Longa et al. (1983) erstmals beschrieben und geringfügig nach Michalski et

al. (2009) modi�ziert. Die Blutversorgung der Arteria carotis media wurde von der

Arteria carotis externa kommend mittels eines dünnen Polyethylenkatheters mit ko-

nischem Ende unterbrochen. Dafür wurde ein standardisiertes, silikonbeschichtetes

6-0 Mono�lament der Firma Doccol (Redlands, CA, USA) über die rechte Arteria

carotis externa eingeführt und über die Bifurkation in die Arteria carotis interna bis

zum Ursprung der Arteria carotis media vorgeschoben, bis eine Gefäÿbiegung bzw.

ein Widerstand zu spüren war.

Während der Operation wurden die Tiere mittels Etomidat (33mg/kg Körpergesicht;

Hypnomidat, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) narkotisiert. Zusätzlich wurde Lido-

cain (Xylocitin 1%, mibe, Brehna, Deutschland) als Lokalanästhetikum s.c. injiziert.

Um eine narkosebedingte Auskühlung zu vermeiden, wurde während des ganzen Ver-

fahrens per rektaler Temperatursonde die Körperkerntemperatur gemessen und mit

Hilfe eines Wärmepads (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) konstant bei et-

wa 37°C gehalten. Neurologische Verhaltensausfallserscheinungen wurden einen Tag

nach Ischämieinduktion mittels eines Punktesystems nach Menzies et al. beurteilt:

Einstufung von 0 (= kein De�zit) bis 4 (= ausgeprägtes De�zit), charakterisiert durch

ein spontanes Drehen im Kreis zur kontralateralen Seite (Menzies et al. 1992). Um in

vorliegende Studie eingeschlossen zu werden, mussten die Tiere ein Ergebnis von min-

destens 2 Punkten aufweisen, wodurch eine erfolgreiche unilaterale fokale zerebrale

Ischämie angezeigt wird.

3.2.1 Gewebeaufbereitung

Vierundzwanzig Stunden nach Infarktinduktion erfolgte die transkardiale Perfusion

mit physiologischer Kochsalzlösung und 4%igem phosphatgepu�ertem Paraformalde-

hyd (PFA). Daraufhin wurden die Gehirne den Schädeln entnommen und über Nacht

im gleichen Fixativ nach�xiert, um anschlieÿend mit 30%iger phosphatgepu�erter

Saccharoselösung zu äquilibrieren. Die danach eingefrorenen Vorderhirne wurden mit
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einem Gefrierschnittmikrotom der Firma Leica weiterverarbeitet. Die Gehirne wurden

mittels Tissue Tek (O.C.T. Compound, Sakura, Tokio, Japan) auf dem Objekthal-

ter befestigt und auf -40°C abgekühlt, wodurch das Gewebe aushärtete und besser

schneidfähig war. Das Schneiden erfolgte dann bei etwa -20°C von rostral nach kau-

dal. Die erste Schnittebene stellte jeweils der Schnitt dar, bei dem beide Hirnhemi-

sphären verbunden waren. Angefertigt wurden Zehnerserien mit je acht 30µm dicken

Koronalschnitten pro Reagenzgläschen. Zur Lagerung der Schnitte wurde 0,1 M Tris-

gepu�erte Kochsalzlösung, pH 7,4 (TBS), mit circa 0,2% Natriumazid als Additiv

verwendet.

3.2.2 Auswahl der Hirnschnitte

Für die wichtigsten immunhistochemischen Färbungen wurden von allen Tieren

Schnittserien mit jeweils jedem zehnten Schnitt bearbeitet. Es resultierten in der

Regel drei Objektträger mit jeweils 8 Hirnschnitten. Dabei wurde versucht, stets an-

nähernd gleiche Abschnitte zu verwenden, d.h. je Tier ein Objektträger mit rostralen,

medialen und kaudalen Schnittebenen. Die anatomische Auswahl erfolgte mit Hilfe

eines stereotaktischen Atlas des Maushirns (Paxinos und Watson 1998).

3.2.3 Indirekte Immun�uoreszenz

Bei der, in der vorliegenden Arbeit umfangreich eingesetzten, indirekten Immun�uo-

reszenz wurden zunächst unkonjugierte Primärantikörper eingesetzt, die an das zu

markierende Antigen im Präparat binden. Um diese Stelle zu lokalisieren, wurden

Sekundärantikörper verwendet, die an ein Fluorophor gekoppelt sind und an den ers-

ten Antikörper, der in diesem Fall die Zielstruktur darstellt, binden. Die applizierten

Sekundärantikörper sind spezi�sch für Immunglobuline der Klasse G der applizierten

Wirtsspezies der Primärantikörper.

Für die semiquantitative Serienauswertung der Hirnschnitte dienten zwei verschiedene

Fluoreszenz-Doppelmarkierungen. Als Marker für cholinerge Fasern eingesetzt wur-

den gegen ChAT gerichtete a�nitätschromatographisch gereinigte Antikörper aus der

Ziege, die mit Carbocyanin (Cy)3-gekoppelten Esel-anti-Ziege IgG visualisiert wur-

den. Die Darstellung katecholaminerger Fasern erfolgte mit Kaninchen-Antikörpern

gegen Tyrosinhydroxylase, die mit Cy3-gekoppelten Esel-anti-Kaninchen IgG detek-

tiert wurden. Die neuronalen Fasern wurden gegengefärbt mit biotinyliertem Solanum

tuberosum Lektin (STL, Karto�ellektin) und Cy2-konjugiertem Streptavidin, wobei
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im Wesentlichen Gefäÿe detektiert wurde.

Primär wurde das Gewebe dreimal für jeweils 10 Minuten mit TBS gewaschen. An-

schlieÿend erfolgte zur Blockierung unspezi�scher Bindungen eine einstündige Inku-

bation mit 5%igem Eselnormalserum in TBS, 0,3 % Triton X-100 enthaltend (ENS-

TBS-T), auf dem Schüttler. Eine unspezi�sche Anfärbung des Gewebes wurde durch

die Blockierlösung verhindert, indem die unerwünschte Absorption der Primäranti-

körper inhibiert wurde.

Das Normalserum wurde nach der Inkubation nicht vollständig abgespült, so dass

eine geringe Schicht auf den Geweben verblieb, wenn im nächsten Schritt für circa 20

h bei Raumtemperatur auf der Schüttelplatte inkubiert wurde.

Nach dreimaliger Waschung für je 10 Minuten mit TBS wurde das Gewebe 1 h mit

einer Mischung von Cy3-konjugierten Antikörpern gegen Ziege-IgG bzw. Kaninchen-

IgG sowie Cy2-Streptavidin versetzt. Als Fluorochrome dienten hierbei Carbocyanin

Cy2 (grün �uoreszierend nach Anregung mit blauem Licht) und Cy3 (rot�uoreszie-

rend nach "Grünanregung").

Auf viermaliges weiteres Waschen mit TBS für je 10 Minuten folgte eine kurze Spü-

lung mit destilliertem Wasser und anschlieÿendes Aufziehen der Schnitte auf zuvor

beschriftete Objektträger. Zur schnelleren Trockung lagerten die Objektträger bis

zum Eindecken mit Entellan in Toluol (Merck) bei 37°C in einer Wärmekammer.

3.2.4 Weitere Fluoreszenzmarkierungen für qualitative

Analysen

Neben den Serienfärbungen für semiquantitative Auswertungen wurden weitere

Fluoreszenzmarkierungen für qualitative Analysen durchgeführt: Zur Veri�zierung

Alzheimer-typischer, altersabhängiger Veränderungen erfolgte die Visualisierung von

Plaques sowohl durch Cy3-Immunmarkierung als auch durch den Thio�avin-S-

Nachweis von β-Faltblattstrukturen kombiniert mit der Detektion von hyperphos-

phoryliertem Tau durch AT8 und Cy5-Streptavidin. Weitere neuropathologische

Veränderungen wurden mit einer Dreifachmarkierung von N-terminal verkürztem

Pyroglutamyl-Aβ, AT8-immunoreaktivem Phospho-Tau und GFAP (Glial �brillary

acidic protein, Saures Gliafaserprotein)-exprimierenden reaktiven Astrozyten darge-

stellt.

Durch die simultane Darstellung von Mikroglia, Astrozyten und Gefäÿen war ein

Screening wichtiger Veränderungen der neurovasklären Einheit im ischämischen Ge-
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webe möglich.

Als Marker für Mikroglia diente das kalziumbindende Protein Iba1 (ionized calcium-

binding adapter molecule 1), während Astrozyten durch Immunmarkierung von

GFAP detektiert wurden und die Detektion der Gefäÿe lektinhistochemisch mit bio-

tinyliertem STL (Solanum tuberosum Lektin, Karto�ellektin) erfolgte.

Eine weitere Dreifachfärbung bestehend aus einer Gefäÿdoppelmarkierung mit Kol-

lagen IV für Basalmembranen und STL für Endothelzellen in Kombination mit TH

bzw. ChAT zeigte die enge Beziehung der Gefäÿe mit cholinergen bzw. katecholami-

nergen Nervenfasern.

Eine Übersicht über die durchgeführten Mehrfachmarkierungen gibt nachfolgende Ta-

belle (Tab. 3.3).

3.2.5 Kontrollfärbungen

Zur Bestätigung der histochemischen Färberesultate war eine Überprüfung sowohl

der Reagenzien als auch der Färbemethoden notwendig.

Eine entscheidende Komponente aller Färbesysteme waren die Primärantikörper so-

wie biotinyliertes STL. Durch deren Weglassen bei ansonsten gleichem Detektionssys-

tem erfolgt eine Negativkontrolle, um sicherzustellen, dass eine positive Anfärbung

auch das Ergebnis einer spezi�schen Bindung an das zu erfassende Antigen darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Kontrollschnitte ohne Inkubation mit primären

Antikörpern bzw. Lektin, aber ansonsten gleichen Färbeprotokollen unterzogen. Die

mikroskopische Auswertung zeigte in den Kontrollgewebeschnitten keinerlei �uores-

zenzmarkierte Strukturen.

3.2.6 Mikroskopie und Bildgebung

Zur initialen licht- und �uoreszenzmikroskopischen Analyse der Präparate wurde ein

Axioplan-Mikroskop von Zeiss verwendet. Hierbei erfolgte die Fluoreszenzanregung

mit einer 50W-Quecksilberdamp�ampe.

Eine detailliertere Analyse und Dokumentation von Doppel- und Dreifachmarkierun-

gen wurde an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss)

durchgeführt.

Ein derartiges Mikroskop kann Licht aus unterschiedlichen Ebenen des zu unter-

suchenden Präparats separieren. Dadurch ist eine dreidimensionale Darstellung der

Schnitte schichtweise realisierbar. Die meisten Konfokalmikroskope sind auch Laser-
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Scanning-Mikroskope, die Laserlicht über einen Scanner sehr schnell zeilenweise in

einer Objektebene bewegen. Licht aus dem Brenn�eck wird auf einer kleinen Loch-

blende (pinhole) abgebildet, die sich vor einem Detektor be�ndet. Das Empfängersi-

gnal ist nur auf die Fokusebene beschränkt, Licht ober- und unterhalb dieser Ebene

wird ausgeblendet, woraus ein höheres Au�ösungsvermögen resultiert.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung eines Konfokalmikroskops. Spektrum Akademi-
scher Verlag, Heidelberg 2010.

Ein energiereicher Laser dient hierbei zur Anregung der proteinkonjugierten Fluoro-

phore, der Carbocyanine Cy2, Cy3 und Cy5. Dabei wird Cy2 mittels eines Argonlasers

mit einem Exzitationsmaximum bei 488nm angeregt, während der Helium-Neon-1-

Laser mit einer Wellenlänge von 543nm Indocarbocyanin (Cy3) detektiert und das

Fluorophor Indodicarbocyanin (Cy5) durch den Helium-Neon-2-Laser bei einer Wel-

lenlänge von 633nm angeregt.

Die semiquantitative Serienauswertung und Vermessung der Fluoreszenzpräparate

erfolgte mit einem Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop BZ-9000E und der zuge-

hörigen Auswertesoftware der Firma Keyence (Osaka, Japan). Es handelt sich dabei

um ein kompaktes invertiertes Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop mit ergonomi-

schem High-Standard-Betrachtungsverfahren.
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(a) Bregma -1 (b) Bregma -2 (c) Bregma -3

Abbildung 3.2: Ausgewählte Schnittebenen aus dem Maushirn-Atlas. Nach Paxinos und
Franklin 1998.

3.2.7 Semiquantitative Auswertung

Um eine Vergleichbarkeit der Bilder zu ermöglichen, wurden zu Beginn auf Grundla-

ge eines Maushirnatlas (Paxinos und Watson 1998) relevante Hirnschnittebenen nach

Bregma festgelegt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die gesamte theoretisch mög-

liche Infarktausdehnung in diesen Ebenen zu �nden ist. Die zu mikroskopierenden

Schnittebenen waren Bregma -1, Bregma -2 und Bregma -3. Dabei sollte mit Bregma

-2 der Schnitt mit der gröÿten ischämischen Infarktläsion dargestellt werden, von dem

ausgehend jeweils 300µm nach rostral und okzipital ein korrespondierender Schnitt

ausgewählt wurde.

Zur Orientierung im Schnitt wurde zunächst ein Übersichtsbild mit vierfacher Ver-

gröÿerung angefertigt. Die Keyence-Software mit Bildzusammensetzungsfunktion er-

möglichte rasche multifunktionale Ergebnisse, mit gleichbleibender Helligkeit, vollfo-

kussiert und mit Beseitigung der Fluoreszenzunschärfe. Mit einer integrierten Navi-

gationsfunktion konnten die relevanten Regionen (regions of interest, ROIs) gezielt

aufgesucht und im Übersichtsbild markiert werden, um anschlieÿend detaillierte Bil-

der höherer Vergröÿerung (60-fach) anzufertigen.

Pro Schnittebene wurden je 3 ipsi- und kontralaterale Detailaufnahmen erstellt. Die

Festlegung der ROIs erfolgte auf der Infarktseite. Hierbei wurde die erste Region

direkt im Infarktgebiet, dem Stromgebiet der Arteria cerebri media, platziert. Dies

stellte das Areal mit maximalem Gewebeschaden dar. Eine Region im Randbereich

der Ischämie wurde als zweite ROI festgelegt. Als dritte ROI wurde ein Areal peripher

im Neokortex bestimmt, als primär nicht direkt vom Infarkt betro�enes Gewebe. In

der kontralateralen Hemisphäre wurden die ROIs gespiegelt, jedoch häu�g leicht nach-

justiert, um ein in Position und Gewebestruktur korrespondierendes Bild zu erhalten,

damit eine bessere Vergleichbarkeit erreicht wird. Die zu vermessenden Flächen soll-
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ten sich in allen analysierten Tieren an gleicher Stelle und Bregma-Ebene be�nden.

Für die Detailaufnahmen wurden eine 60-fache Vergröÿerung mit einem Ölimmersi-

onsobjektiv und eine einheitliche Belichtungszeit gewählt, die für alle Bilder Anwen-

dung fand. Ein erstes Screening ergab dabei, dass sowohl für die Rot- als auch für

die Grün�uoreszenz eine Belichtungszeit von jeweils 130/s zu den besten Ergebnissen

führte.

Zusammengefasst wurden somit pro Tier eine Übersichtsaufnahme und 18 Einzelauf-

nahmen (3 Schnitte mit je 6 Bildern) für die weitere Analyse angefertigt.

Für die �uoreszenzmarkierten Nervenfasern ergaben sich 3 verschiedene Messpunk-

te, wobei qualitativ Faserdichte und -intensität, sowie quantitativ die Diskontinuität

der Nervenfasern analysiert wurde. Als Diskontinuität der Nervenfasern wurde de-

�niert, dass sich die Nervenfasern in ihrem Verlauf nicht stets zusammenhängend

präsentieren, sondern teilweise mit erheblichen Unterbrechungen zu sehen sind. Hier-

für wurde ein ordinalskalierter Score eingeführt, der den Grad der Unterbrechungen

angibt (s.u.). Gefäÿdichte und -intensität waren weitere Endpunkte, die bei den mit

STL-markierten Gefäÿen berücksichtigt wurden.

Alle Messpunkte wurden mit Hilfe der Keyence-Steuersoftware BZ II viewer analy-

siert. Mit der Auswertesoftware BZ II analyzer wurde sowohl eine Intensitätsmessung

der Nervenfasern und Gefäÿe als auch deren Dichtemessung durchgeführt. Auÿerdem

erfolgte eine qualitative Auswertung der Diskontinuität der Fasern mittels eines zu-

vor festgesetzten dreistu�gen Scores: Stufe �1� besagt, dass eine hohe Diskontinuität,

d.h. ein hoher Grad an Unterbrechungen, vorliegt, bei Stufe �3� sind wenige oder kei-

ne Fasern unterbrochen, und es besteht einer hoher Grad an Kontinuität, während

Stufe �2� einen Mittelwert zwischen Maximum und Minimum beschreibt. Die somit

gewonnenen Parameter wurden zur statistischen Auswertung herangezogen.

3.2.8 Statistische Analysen

Die Berechnungen wurden durchgeführt mit SPSS Statistics package version 24.0

(IBM Corp.; New York, NY, USA). Zusätzlich zur deskriptiven Statistik wurden der

Wilcoxon-Test sowie der Mann-Whitney U zur Überprüfung der statistischen Signi�-

kanz zwischen den verschiedenen Gruppen eingesetzt. Zudem erfolgte eine Berechnung

mittels der Pearson-Korrelationen um Zwischenrelationen innerhalb der verschiede-

nen Parameter zu erhalten. Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signi�kant fest-

gesetzt. Alle Daten sind als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben, sofern

nicht anders gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

Die in Kapitel 3.2 beschriebenen Methoden sind an Hirnschnitten von 3 und 12 Mo-

nate alten 3xTg-Mäusen durchgeführt wurden. Zum Vergleich wurden gleichaltrige

Wildtyp-Mäuse herangezogen.

4.1 Altersabhängige Alzheimer-artige

Veränderungen

Alzheimer-artige altersabhängige Veränderungen in 3xTg-Mäusen (perfundiert im Fe-

bruar 2016 nach mehr als 10 Jahren Aufzucht in einer separaten Kolonie) wurden

durch folgende Dreifachmarkierungen veri�ziert. Hippokampi von 2 Jahre alten Mäu-

sen zeigten eine starke Immunreaktivität für Aβ (Abb. 4.1A), auch ohne eine Vor-

behandlung mit Ameisensäure. Die anschlieÿend erfolgte Thio�avin S-Markierung

(Abb. 4.1A') visualisierte zahlreiche β-Faltblatt-Strukturen. Im Übersichtsbild sind

Thio�avin-S-positive Strukturen wie zu erwarten überwiegend im Kern β-Amyloid-

immunreaktiver Plaques verteilt, wohingegen Phospho-Tau visualisiert mit biotiny-

liertem AT8 und Cy5-Streptavidin (farbkodiert in blau) in enger Nachbarschaft gefun-

den wurde, jedoch ohne direkte Kolokalisierung (Abb. 4.1A�). Eine weitere Dreifach-

markierung detektierte in Hippokampi von alten 3xTg-Mäusen N-terminal verkürz-

tes Pyroglutamyl-Aβ und AT8-immunpositivem Phospho-Tau umgeben von GFAP-

Immunoreaktivität in Astrozyten als Komponenten der NVU. Übereinstimmend mit

ersterer Methode zeigte sich auch hier Phospho-Tau und Aβ als AD-typische Merk-

male umgeben von reaktiven Astrozyten, die mittels GFAP detektiert wurden (Abb.

4.1B).
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4.2 Astro- und Mikrogliareaktion

Zur histologischen Charakterisierung des infarzierten Gewebes im Vergleich zur kon-

tralateralen Seite einen Tag nach experimentell induzierter Ischämie erfolgte die

simultane Detektion von Astroglia mit gegen GFAP gerichteten Meerschweinchen-

Antikörpern während Mikroglia mit Kaninchen-anti-Iba1 nachgewiesen wurde. Mi-

kroglia verfügt über die Fähigkeit zur amöboiden Fortbewegung; nach Aktivierung

sammelt sich diese am Ort der Läsion an.

Um bei 3 Monate alten Wildtyp-Mäusen Mikroglia als weitere Komponente der NVU

darzustellen, erfolgte ein Mehrfachmarkierung mit Iba1 für Mikroglia und GFAP für

Astrozyten in Verbindung mit gefäÿständigen STL-Bindungsstellen des Endothels. Im

Striatum der kontralateralen Hemisphäre sind Astrozyten mit feinen Fortsätzen ein-

gebettet in ein Netzwerk von Endothelzellen zu erkennen, wohingegen Mikroglia nur

schwach markiert ist (Abb. 4.1C). Konträr dazu zeigt sich auf der ipsilateralen Sei-

te eine kräftige Mikrogliamarkierung, während die GFAP-Markierung für Astrozyten

sehr schwach und die endothelialen Strukturen der Gefäÿwände deutlich ausgedünnt

erscheinen (Abb. 4.1C').
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Abbildung 4.1
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Abbildung 4.1: Veri�zierung Alzheimer-artiger Veränderungen in 2 Jahre alten 3xTg-
Mäusen (A und B) sowie von gliovaskulären striatalen Veränderungen in 3 Monate alten
Wildtyp-Mäusen (C) einen Tag nach Schlaganfall. Ein repräsentatives, mit einem Keyence-
Mikroskop erhaltenes Übersichtsbild zeigt neben der Immunmarkierung seniler Plaques in
deren Kern auch die Thio�avin S (ThS)-Markierung von β-Faltblatt-Strukturen (A'). Im
Übersichtsbild (A�) wird auÿerdem durch biotinyliertes AT8 und Cy5-Streptavidin detek-
tiertes hyperphosphoryliertes Tau gezeigt. Die blau farbkodierte Markierung wird sichtbar
in enger Nachbarschaft zu senilen Plaques, die nach Überlagerung von Aβ-Immunreaktivität
(rot) und Thio�avin-S (grün) im Kern gelb erscheinen. Als weitere neuropathologische Ver-
änderungen zeigt eine Keyence-Aufnahme in (B) die Verteilung von N-terminal verkürztem
Pyroglutamyl-Aβ-3-40/42 (Cy3, rot), AT8-immunreaktivem Phospho-Tau (Cy2, grün) und
GFAP-exprimierenden reaktiven Astrozyten (Cy5, farbkodiert in blau). (C, C') Schlagan-
fallinduzierte vaskulo-gliale Veränderungen sind mit LSM-Abbildungen repräsentativ darge-
stellt; simultan markiert sind astrogliales GFAP (Cy2, grün), mikrogliales Iba (Cy3, rot) und
Endothelbindungsstellen für das Solanum tuberosum Lektin (STL, Cy5, farbkodiert in blau).
Die nicht-infarzierte kontralaterale Seite (C) enthält ein schwaches GFAP-Immunsignal und
ausschlieÿlich rami�zierte Mikroglia, wogegen Abb. C' ipsilateral die ischämiebedingte Akti-
vierung der Astrozyten, amöboide Mikroglia und einige STL-markierte Gefäÿe mit vermin-
dertem Durchmesser demonstriert. Scale bars: A (auch für A'-A�) = 75 µm; B = 75 µm; C
(auch für C') = 75 µm.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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4.3 TH und ChAT - Veränderungen nach Ischämie

Zur nachfolgenden Analyse der räumlichen Beziehung zwischen cholinergen bzw. ka-

techolaminergen Fasern und STL wurde in Serienschnitten aller 24 Mäuse nach indu-

ziertem Schlaganfall die Cy3-Markierung von ChAT bzw. TH mit der Cy2-Markierung

von STL kombiniert; als exemplarische Abbildungen siehe Abb. 4.2 und Abb. 4.3.

Bei der Darstellung der Gefäÿe wurde in vorliegender Arbeit auf den robusten Endo-

thelzellmarker STL zurückgegri�en, der als biotinyliertes Lektin auch Subpopulatio-

nen von Mikroglia anfärbt (Härtig et al. 2009).

Schlaganfallbedingte Veränderungen im Färbemuster werden beispielhaft für ChAT

und STL im Striatum einer 12 Monate alten Wildtyp-Maus einen Tag nach Ischämie

gezeigt. Hierbei dargestellt sind die nicht betro�ene kontralaterale Seite (Abb. 4.2A,

A') sowie die ischämiebetro�ene ipsilaterale Hemisphäre (Abb. 4.2B, B').

Einen Tag nach Ischämieereignis zeigten sich ChAT-immunpositive Interneurone

in einem dichten Fasernetzwerk mit vereinzelten Zellkörpern, beide Strukturen oft-

mals in Kontakt mit STL-markierten Endothelzellen in subkortikalen Regionen sowohl

der nicht-betro�enen (Abb. 4.2A, A') als auch der ischämischen Seite (Fig4.2B, B').

ChAT-immunpositive Strukturen erscheinen im Ischämiegebiet leicht ausgedünnt und

weniger intensiv bezüglich der Cy3-Färbung. Diese Beobachtung lässt sich durch an-

schlieÿende quantitative Analysen der ChAT-Immunfärbung aller Proben bestätigen:

Im Striatum wurde ein signi�kanter Rückgang der Färbeintensität und Faserdichte

aufseiten der Ischämie-betro�enen Hemisphäre im Vergleich mit der nicht betro�enen

Hemisphäre gemessen (Färbeintensität: 1,63 ± 1,34 vs. 2,25 ± 1,64, p = 0,002; Faser-

dichte: 3,04 ± 7,39 vs. 12,13 ± 13,69, p < 0,001; jeweils Wilcoxon-Test). Ein ebenso

signi�kanter, wenn auch weniger deutlicher Rückgang zeigte sich für die Färbeinten-

sität und Faserdichte in der Infarktgrenzzone der Ischämie-betro�enen Hemisphäre

(Färbeintensität: 2,22 ± 1,95 vs. 2,63 ± 2,26, p = 0,008; Faserdichte: 10,78 ± 12,25

vs. 18,00 ± 18,72, p = 0,036; jeweils Wilcoxon-Test). Auch im Neokortex, einer Re-

gion, die vom verwendeten Schlaganfallmodell nicht direkt betro�en ist, da beim

Verschluss der proximalen Arteria cerebri media eine Ischämie lediglich subkortikal

auftritt, zeigte sich ein signi�kanter Rückgang der Färbeintensität und Faserdichte in

der Ischämie-betro�enen Hemisphäre im Vergleich mit der nicht betro�enen Hemi-

sphäre (Färbeintensität: 2,25 ± 2,19 vs. 2,71 ± 2,38, p = 0,008; Faserdichte: 13,71 ±
16,62 vs. 22,71 ± 18,77, p = 0,003; jeweils Wilcoxon-Test).

Abbildung 4.3 zeigt eine typische Doppel�uoreszenzmarkierung für TH und endothe-
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Abbildung 4.2: Doppel�uoreszenzmarkierung von Cholinazetyltransferase (ChAT, Cy3,
rot) und Endothelbindungsstellen für das Solanum tuberosum Lektin (STL, Cy2, grün) im
Striatum einer 12 Monate alten Wildtyp-Maus einen Tag nach dem Schlaganfallereignis kon-
tralateral (kontra) zur betro�enen Seite (A, A') und ipsilateral (ipsi; B, B'). Die Bilder mit
geringerer Vergröÿerung zeigen die Perikarya der cholinergen Interneurone sowie ein dichtes
Ge�echt der cholinergen Fasern, die oftmals an STL-markierten Endothelzellen lagern. Die
Nervenfasern im Ischämiegebiet wurden deutlich gröÿer im Vergleich zu Fasern der kontrala-
teralen Hemisphäre. Zudem erscheinen die STL-markierten Gefäÿe im Schlaganfallgebiet
ausgedünnt. Die Ausschnitte in höherer Vergröÿerung (A', B') zeigen die Veränderungen
der Fasern noch deutlicher. Scale bars: A, B = 25 µm.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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liale STL-Bindungsstellen im Striatum einer alten 3xTg-Maus (Abb. 4.3). Die Fasern

erscheinen in au�ällig paralleler Ausrichtung mit einer engen räumlichen Beziehung

zwischen Gefäÿen und Nervenendigungen im Schlaganfallgebiet. In der Detailaufnah-

me (Abb 4.3B) wird deutlich, wie die katecholaminergen Faserendigungen direkten

Kontakt zum STL-markierten Gefäÿendothel aufweisen. Eine folgende quantitative

Analyse zu inter-hemisphärischen Di�erenzen der TH-Immunreaktivität zeigte einen

signi�kanten Rückgang der Faserdichte im Striatum als vorrangig betro�ene Region

(7,78 ± 10,45 vs. 13,41 ± 16,11, p = 0,014; berechnet mit Wilcoxon-Test); dagegen

konnte kein eindeutiger Unterschied in Bezug auf die Färbeintensität nachgewiesen

werden (5,22 ± 3,81 vs. 5,50 ± 4,03, p = 0,271; berechnet mit Wilcoxon-Test). Im

ischämischen Grenzbereich war bei der Färbeintensität kein Unterschied zwischen

beiden Hemisphären festzustellen (5,45 ± 9,37 vs. 5,59 ± 3,97, p = 0,513; berechnet

mit Wilcoxon-Test); bei der Faserdichte hingegen konnte eine signi�kante Abnah-

me registriert werden (12,78 ± 19,02 vs. 18,95 ± 22,57, p = 0,002; berechnet mit

Wilcoxon-Test). Die gemessenen Daten im Neokortex zeigten weder für die Färbein-

tensität noch für die Faserdichte signi�kante Unterschiede im Seitenvergleich von ipsi-

und kontralateraler Hemisphäre (Färbeintensität: 4,54 ± 3,61 vs. 4,73 ± 3,32, p =

0,471; Faserdichte: 7,64 ± 15,50 vs. 11,09 ± 21,57, p = 0,549; jeweils Wilcoxon-Test).

4.4 Neurovaskuläre Veränderungen nach Ischämie

Eine anschlieÿende Dreifach-Fluoreszenzmarkierung von ChAT, TH und STL-

Bindungsstellen im Striatum zeigt die pathologischen Veränderungen des ischämie-

betro�enen Striatums im Vergleich mit der nicht-betro�enen Seite (Abb. 4.4). Im

Striatum der kontralateralen Hemisphäre präsentieren sich ChAT-immunpositive Zell-

körper mit angrenzenden Fortsätzen inmitten eines geordneten Netzwerks feiner

ChAT- und TH-immunpositiver Fasern (Abb. 4.4A). Diese Strukturen be�nden sich

eingebettet in einem Netzwerk von STL-positiven Strukturen, die charakterisiert sind

durch groÿe Lumen und kontinuierliche Ober�ächen. Im Gegensatz dazu präsentiert

sich das ipsilaterale Striatum mit deutlich weniger ChAT-immunpositiven Zellkör-

pern sowie einer geringeren Ausprägung des cholinergen Fasernetzwerks (Abb. 4.4B).

Die TH-positiven Strukturen erscheinen erheblich reduziert auf der direkt Infarkt-

betro�enen Seite (Abb. 4.4B, rechts im Bild); dahingegen imponieren die angrenzen-

den Bereiche gesteigert in Bezug auf die Faserdichte (Abb. 4.4B'). Das Fusionsbild
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Abbildung 4.3: Simultane Fluoreszenzmakierung von Tyrosinhydroxylase (TH, Cy3, rot)
und Endothelbindungsstellen für Solanum tuberosum Lektin (STL, Cy2, grün) im Striatum
einer 3 Monate alten 3xTg-Maus einen Tag nach Ischämie in geringerer Vergröÿerung (A)
und ein Ausschnitt mit höherer Vergröÿerung (B). Gut erkennbar ist die enge räumliche
Beziehung zwischen den katecholaminergen Faserenden und den Gefäÿen. Scale bars: A =
100 µm, B = 25 µm.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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zeigt eindeutig die Veränderungen der beiden untersuchten neuronalen Marker (vor-

rangig als Rückgang) und des STL-positiven Endothels, das vermindert sowohl in

Bezug auf die Anzahl der Endothelzellen als auch auf den Durchmesser der zuorden-

baren Gefäÿe (Abb. 4.4B� ') erscheint.

Zur besseren Veranschaulichung der Veränderungen von Intensität und Dichte so-

wohl der neuronalen Fasern als auch der Gefäÿkomponenten, erfolgten Korrelations-

berechnungen für interhemisphärische Di�erenzen (∆) von STL und ChAT, da sich

hierbei ausgeprägtere Befunde im Vergleich zu TH (beschrieben im vorherigen Ab-

satz) präsentierten (Intensität: Abb. 4.5A; Dichte: Abb. 4.5B). Au�allend ist, dass

alle Korrelationskoe�zienten ein positives Vorzeichen oder eher einen Wert gleich

Null zeigen (r = -0,012). Daraus schlussfolgern lässt sich, dass es bei beiden Para-

metern zur gleichsinnigen Veränderung kommt, genauer gesagt: Ein Rückgang der

ChAT-Immunreaktivität geht einher mit einem Rückgang der Gefäÿkomponenten.

Allerdings konnte eine statistische Signi�kanz lediglich bei folgenden Interaktionen

nachgewiesen werden: Färbeintensität von ChAT in der Ischämiezone (p = 0,018)

und im Neokortex (p = 0,001). Dagegen zeigten die Färbeintensität im Grenzbereich

(p = 0,187) und in allen Regionen hinsichtlich Faserdichte (p-Werte zwischen 0,114

und 0,956) eine nicht signi�kante Tendenz.

Die in Abbildung 4.2 und 4.3 sichtbare parallele Anordnung der ChAT- und

TH-immunpositiven Fasern sowie die enge räumliche Beziehung zum Gefäÿsystem

und direkte Kontaktaufnahme zum Endothel, motivierten zur Durchführung eines

weiteren Experimente fokussiert auf die neurovaskuläre Kopplung, z.B. als direkte

Beziehung der Faserendigungen zur Gefäÿober�äche. Deshalb wurde eine Dreifach-

Fluoreszenzmarkierung von ChAT (Abb. 4.6A) bzw. TH (Abb. 4.6B) im ischämischen

Striatum in Kombination mit STL und Kollagen IV als Hauptkomponente von Basal-

membranen und somit Gefäÿkomponente der NVU durchgeführt. Hierbei zeigte sich

die enge regionale Beziehung der entsprechenden neuronalen Strukturen mit dem Ge-

fäÿsystem. Vor allem in den Fusionsbildern (Abb. 4.6) sind sowohl die Assoziation

von Basalmembranbestandteilen und Endothel als auch der direkte Kontakt zu den

ChAT- bzw. TH-positiven Nervenfasern deutlich zu erkennen.
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Abbildung 4.4: Simultane Darstellung von ChAT, TH und STL-Bindungsstellen im Stria-
tum einer 3 Monate alten Wildtyp-Maus einen Tag nach Schlaganfallinduktion kontralateral
der betro�enen Seite (A�A�') und ipsilateral (B�B�'). Während Cy3-immunmarkierte cho-
linerge Zellen kaum Unterschiede zwischen (A) und (B) zeigen, sind ChAT-immunpositive
Fasern in der infarzierten Region kräftiger angefärbt. Weiterhin erscheinen Cy2-markierte
TH-positive Fasern in der gesunden Hemisphäre (A') deutlich weniger grob im Vergleich zum
ischämiebetro�enen Gewebe (B'). STL-markiertes Endothel wirkt auf der nicht betro�enen
Seite (A�) etwas dicker als in entsprechenden neuroanatomischen Strukturen ipsilateral. Im
Vergleich der Fusionsbilder (A� ', B� ') wird eine Hochregulierung der TH-Faser-Markierung
im Infarktgebiet deutlich. Scale bars: A�, B� (auch für A, A', B, B') = 150 µm, A�', B� ' =
75 µm.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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Abbildung 4.5: Streudiagramme aller Ergebnisse zur Visualisierung inter-hemispärischen
Veränderungen von Solanum tuberosum Lektin (∆ STL) und Cholinazetyltransferase (∆
ChAT) in verschiedenen Regionen des Gehirns 24 Stunden nach unilateral induzierter fokaler
zerebraler Ischämie. Ein statistisch signi�kanter Unterschied zeigte sich zwischen vaskulären
und neuronalen Merkmalen in der direkten Ischämiezone sowie im Neokortex. Das positive
Vorzeichen des Koe�zienten zeigt die Veränderungen in gleicher Richtung, d.h. dass ein
Rückgang der ChAT-Immunreaktivität mit einem Rückgang der STL-Färbung einhergeht.
r: Pearson-Korrelationskoe�zient, *: p < 0,05, **: p < 0,01. Streudiagramme und respektive
Analysen mit n = 22 und n = 23 Tieren.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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Abbildung 4.6: Gefäÿ-Doppelmarkierung von Kollagen IV-markierten Basalmembranen
und umschlossenen STL-markierten Endothelzellen kombiniert mit der Darstellung a�eren-
ter Fasern, entweder ChAT (A) oder TH (B) exprimierend. LSM-Bilder vom ischämiebe-
tro�enen Striatum einer jungen 3xTg-Maus in geringerer Vergröÿerung (A-A�') und stärker
vergröÿert (B-B� '). Die STL-Markierung (A�, B�) detektiert die gleichen Gefäÿe wie hoch-
reguliertes Kollagen IV (A', B'). Die Fusionsbilder zeigen den Gefäÿ-Nervenfaser-Kontakt
mit cholinergen bzw. katecholaminergen Fasern (A� ', B� '). Im Übersichtsbild mit höherer
Vergröÿerung (B� ') wird besonders deutlich, wie Endothelzellen von Kollagen IV-markierter
Basalmembran umhüllt werden. Scale bars: A� (auch für A, A') = 25 µm, A�' = 25 µm, B�
(auch für B, B') = 25 µm, B�' = 25 µm.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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4.5 Ischämie-induzierte neurovaskuläre

Veränderungen abhängig von Alter und

genetischem Hintergrund

Für die semiquantitative Auswertung dienten Serienschnitte mit Doppelmarkierun-

gen von STL mit ChAT oder TH. Um den E�ekt der fokalen zerebralen Ischämie

auf die Neurovaskuläre Einheit - im Besonderen auf cholinerge und katecholaminerge

Nervenfasern - zu evaluieren wurden die verschiedenen Hirnregionen getrennt nach

genetischem Hintergrund und Alter der Tiere untersucht. Analysiert wurden jeweils

folgende Tiergruppen: 3 Monate WT, 3 Monate 3xTg, 12 Monate WT und 12 Monate

3xTg.

Die Werte der ipsilateralen Seite repräsentieren ein nicht vom Infarkt betro�enes

Areal. Um einen Vergleich der Veränderungen auf den Infarktseiten vornehmen zu

können, mussten die �Normalwerte� herausgerechnet werden; so wurde jeweils pro

ROI-Paar (ROI1/2, ROI3/4 und ROI5/6) eine Di�erenz von ipsilateralem minus

kontralateralen Wert gebildet (siehe Abb. 4.7). Daraus ergaben sich wie erwartet

vorrangig negative Werte, die für eine Schädigung der Parameter stehen. Die Ergeb-

nisse werden nachfolgend mit Diagrammen dargestellt. Im Fall von Intensität und

Dichte bedeuten Werte über 0 eine Zunahme des Parameters, während der Wert 0

fehlende Veränderungen anzeigt und Werte kleiner 0 für eine Intensitäts- und Dichte-

abnahme sprechen. Bei der Diskontinuität kommt es bei Zunahme der Diskontinuität

zu Werten unter 0, bei Abnahme der Diskontinuität zu Werten gröÿer 0. Daraus lässt

sich schlussfolgern, dass bei negativeren Werten, die Diskontinuität zugenommen hat

bzw. mehr an Kontinuität verloren wurde.

Da die Immunreaktivität von ChAT und TH infolge des ischämischen Stimulus

deutlich abgenommen hatte, wurden weitere Analysen fokussiert auf Alter und gene-

tischen Hintergrund als potentiell beein�ussende Faktoren angeschlossen. Zu diesem

Zweck wurden Di�erenzen der ischämiebetro�enen Hemisphäre und der nicht be-

tro�enen Hemisphäre (∆ Intensität, ∆ Dichte, ∆ Kontinuität) verglichen zwischen

Wildtyp- und 3xTg-Mäusen in den Altersgruppen von jeweils 3 und 12 Monaten (Abb.

4.8).

Bei 3 Monate alten Tieren zeigte die ChAT-Immunmarkierung einen eindeutigen

Trend zur bereits beschriebenen Abnahme der Färbeintensität und Faserdichte bei

Wildtyp-Mäusen im Vergleich mit triple-transgenen Tieren. Dieser E�ekt zeigte sich
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Abbildung 4.7: Übersicht zum Auswerteverfahren. Für die jeweilige Bregmaebene wurden
6 Regions of Interest (ROI 1 bis 6) an entsprechender Stelle festgelegt. Für jede Region
wurde je ein Bild cholinerger (ChAT) und katecholaminerger (TH) Fasern sowie der Gefäÿe
(STL) angefertigt.
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in allen 3 Messbereichen: Ischämiezone, Grenzbereich und Neokortex (Abb. 4.8A) je-

doch ohne statistische Signi�kanz (p-Werte zwischen 0,093 und 0,699; Mann-Whitney

U Test). Dagegen konnte bei 12 Monate alten Tieren ein deutlicher Unterschied in

Bezug auf den genetischen Hintergrund für die Färbeintensität in der Ischämiezone

und im Grenzbereich festgestellt werden; eine statistische Signi�kanz wurde jedoch

knapp verfehlt (p = 0,065 für beide; Mann-Whitney U Test). Die Analysen hinsicht-

lich der Kontinuität ChAT-immunpositiver Fasern lieferten keinen Unterschied beim

Vergleich der genetischen Gruppen sowohl bei 3 als auch 12 Monate alten Tieren.

Potentielle altersassoziierte E�ekte zeigten sich als signi�kanter Unterschied der Fa-

serkontinuität im Sinne eines hohen Maÿes an Diskontinuität bei Wildtyp-Mäusen

beim Vergleich zwischen 3 und 12 Monate alten Tieren, mit Betonung auf Seiten der

jüngeren Mäuse (p = 0,041; Mann-Whitney U Test).

Die Immunmarkierung von TH in Abhängigkeit von Alter und genetischem Hinter-

grund zeigte ein inhomogeneres Bild im Vergleich zu ChAT-immunpositiven Fasern

(Abb. 4.8B). Erwähnenswert ist, dass 3 Monate alte Tiere beim Vergleich zwischen

Wildtypen und Alzheimer-veränderten Tieren einen signi�kanten Rückgang der TH-

Immunreaktivität im Neokortex auf Seiten der nativen Tiere aufwiesen (p = 0,041,

Mann-Whitney U Test). Analysen zu altersabhängigen E�ekten ergaben einen stär-

keren Rückgang der TH-Faserdichte in der Ischämiezone bei 12 Monate alten Tieren

im Vergleich zu jüngeren Tieren (p = 0,017, Mann-Whitney U Test). Dagegen war

bei 3 Monate alten Tieren eine ausgeprägte Abnahme der TH-Färbeintensität im

Grenzbereich sowie der TH-Faserdichte im Neokortex zu sehen (jeweils p = 0,009,

Mann-Whitney U Test). Bezüglich der Faserintegrität der TH-immunpositiven Fa-

sern wurde lediglich im Neokortex von Wildtyp-Mäusen ein signi�kanter Unterschied

festgestellt: In 3 Monate alten Mäusen wurden reduzierte Werte als Indikator für

eine höhere Diskontinuität im Vergleich zu älteren Tieren festgestellt (p = 0,017,

Mann-Whitney U Test).
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Abbildung 4.8: Immun�uoreszenz-basierte Quanti�zierung inter-hemisphärischer Verän-
derungen von Cholinazetyltransferase (∆ ChAT) und Tyrosinhydroxylase (∆ TH) verschie-
dener Regionen im Gehirn. Gezeigt werden Färbeintensität, Faserdichte und Kontinuität
(geordnet von 1 [hoher Grad an Diskontinuität] bis 3 [keine Unterbrechungen der Fasern])
im Bezug auf Alter (3 vs. 12 Monate) und genetischen Hintergrund (Wildtyp vs. 3xTg) einen
Tag nach unilateral induzierter fokaler zerebraler Ischämie. Dargestellt sind Mittelwerte als
Balken und Standardfehler als aufgesetzte Linien, berechnet mit Mann-Whitney U Test für
statistische Signi�kanz. *: p < 0,05, **: p < 0,01. Deskriptive Analysen und statistische
Kalkulationen basierend auf n = 5 - 6 Tieren je Gruppe.
Nach Michalski et al., J Alzheimers Dis, im Druck.
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5 Diskussion

Schlaganfälle in komorbiden Alzheimer-Patienten sind seit längerer Zeit Gegenstand

intensiver Forschung. Allerdings konnten noch nicht alle relevanten Aspekte aufgeklärt

werden. Zahlreiche Fragestellungen zur Aufklärung pathophysiologischer Mechanis-

men bei der Entstehung des ischämischen Hirnschadens bedürfen weiterer Analysen.

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, neuronale Änderungen mit besonderer Beto-

nung des cholinergen Systems in Verbindung mit vaskulären und glialen Veränderun-

gen im Gehirn mit Alzheimer-typischen Modi�kationen und in welchem als Komorbi-

dität eine Ischämie induziert wurde, darzustellen. Im Gegensatz zu vorangegangenen

Studien, die sich eher mit ischämischen Konsequenzen Alzheimer-typischer Merkma-

le, wie z.B. dem Vorkommen von Tau-Hyperphosphorylierung beschäftigten, ist die

vorliegende Studie auf simultane histopathologische Veränderungen der neurovasku-

lären Einheit fokussiert. Streng dem Konzept der NVU folgend, zeigt die Studie neue

Einblicke der Beziehungen zwischen neuronalen Subpopulationen, des Gefäÿsystems

und der Gliazellen. Da vaskuläre Faktoren sowohl im Enstehungsmechanismus bei der

Alzheimerschen Demenz als auch beim Schlaganfall eine tragende Rolle spielen (del

Zoppo 2012; Nation et al. 2011; Nikolakakis and Hamel 2011; Pimentel-Coelho and

Rivest 2012; Michalski et al. 2016), untersuchten wir den ischämischen E�ekt auÿer

in Wildtyp-Mäusen auch in 3xTg-Mäusen mit neuropathologischen Veränderungen,

wie sie auch für die Alzheimersche Erkrankung charakteristisch sind. Um potentiel-

le altersabhängige E�ekte als typisches Merkmal der Alzheimerschen Erkrankung zu

untersuchen, wurden in die Analysen zwei Altersgruppen eingeschlossen: 3 Monate

junge und 12 Monate alte Tiere jeweils als Wildtyp oder mit transgenem Hintergrund.

Bei einer groÿen Vielfalt verschiedener Tiermodelle in der Alzheimerforschung ent-

schieden wir uns für ein triple-transgenes Mausmodell mit altersabhängiger Abla-

gerung von Aβ und Tau-Phosphorylierung. Um dem Untersuchungsaufbau gerecht

zu werden, d.h. um Alzheimer-typische Veränderungen zusammen mit Ischämie-

bedingten Bestandteilen der NVU zu untersuchen, wurden verschiedene Fluoreszenz-

färbeserien angefertigt. Dabei erfolgte die Visualisierung von Phospho-Tau, Gesamt-
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Aβ und terminal verkürztes Pyroglutamyl-Aβ, begleitend von morphologisch verän-

derten Gefäÿen, Astro- und Mikroglia.

Zu Beginn der Diskussion sollen die eingesetzten Versuchstiere und das Studiendesign

betrachtet werden. Danach werden angewandte Methoden und mögliche Fehlerquel-

len diskutiert. Schlieÿlich wird ein Vergleich der ermittelten Ergebnisse mit bereits

publizierten Daten vorgenommen.

5.1 Versuchstiere

Tiermodelle tragen in groÿem Maÿe zur Untersuchung von neuropathologischen Ver-

änderungen, kognitiven Prozessen, Verhaltensausprägungen und deren Zusammen-

spiel bei. Sie können einen Einblick in die der Krankheit zugrundeliegenden, pathoge-

nen Mechanismen geben um darauf basierend, erfolgreiche Therapiekonzepte für den

Menschen zu konzipieren. Limitierender Faktor ist hierbei der aktuelle Wissenstand

hinsichtlich der Krankheiten, so dass die Tiermodelle nur spezi�sche Aspekte statt

eines umfassenden Bildes der Erkrankung wiederzugeben vermögen (van der Staay et

al. 2009).

Limitationen von Tiermodellen fuÿen auf der einzigartigen Genetik des Menschen so-

wie biochemischen und physiologischen Unterschieden im Vergleich mit Nagetieren

(O�ner 2014). In Bezug auf die Schlaganfallforschung wird in diesem Zusammenhang

die eindeutig zu unterscheidende Leukozytenzusammensetzung diskutiert: Beim Men-

schen sind 50-60% der Leukozyten neutrophil und 15-30% Lymphozyten. Dagegen

haben Nagetiere lediglich 15-20% neutrophile Leukozyten, aber 60% Lymphozyten.

Die Bedeutung dieser Unterschiede in Bezug auf postischämische Konsequenzen ist

nicht geklärt, aber vor allem bezüglich der neuroin�ammatorischen Antwort erwäh-

nenswert (Sharp und Jickling 2014).

Die Wahl von Mäusen als Versuchstiere in der experimentellen Schlaganfallforschung

kann damit begründet werden, dass eine Vielzahl von pathophysiologischen Gemein-

samkeiten zwischen beiden Säugerspezies besteht (Dirnagl et al. 2014). Nach Gregory

et al. (2002) korrespondieren 88% des menschlichens Genoms mit dem der Maus.

Betrachtet man die Auswirkungen der fokalen zerebralen Ischämie, so reagieren Na-

getiere nahezu gleich sensitiv wie Menschen. Die intrazerebrale Entwicklung des In-

farkt sowie die Ausbildung der Penumbra zeigen zudem eine gleichartige zeitliche und

histopathologische Dynamik. Weiterhin ist das Thrombolysezeitfenster nach dem em-

bolischen Geschehen in beiden Spezies nahezu identisch (Sena et al. 2010).
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Konsequenterweise ist eine gröÿere Vergleichbarkeit gegeben, wenn der untersuch-

te Mausstamm hinsichtlich seiner anatomischen Gegebenheiten eine möglichst hohe

Übereinstimmung mit dem Menschen hat. Beispielsweise bilden fast alle Säugetiere

einen arteriellen Gefäÿkreislauf, den Circulus arteriosus Willisii, der die Blutversor-

gung des Gehirns gewährleistet (Edvinsson et al. 1993), aber vor allem im mensch-

lichen Gehirn besteht ein auÿerordentlicher Variantenreichtum in dessen Anatomie.

Daher ist es von groÿer Bedeutung, wie in der vorliegenden Arbeit einen Mausstamm

zu verwenden, der einen Circulus arteriosus Willisii besitzt, der dem humanen in sei-

ner Ausprägung nahe kommt.

Es wurden Mäuse beider Geschlechter analysiert, um generalisierte Aussagen tre�en

zu können und den nach Ischämie beobachteten Schutze�ekt von Östrogenen, die im

weiblichen Organismus in höherer Konzentration vorliegen, zu minimieren (Gibson

2013).

Für die Schlaganfallforschung ist ein Zurückgreifen auf Tierversuche unabdingbar.

Um eine Vergleichbarkeit der Situation bei Schlaganfallpatienten zu ermöglichen, ist

es notwendig, Versuche am lebenden Organismus durchzuführen. Nur dadurch ist ge-

währleistet, pathopysiologische Mechanismen im komplexen Krankheitsverlauf nach-

zubilden (Elder et al. 2010). Nagetiere eignen sich auf Grund ihrer einfachen Hand-

habung in besonderem Maÿe. Wegen der Ähnlichkeit von Zell- und Organfunktionen

bei Säugetieren kann davon ausgegangen werden, dass grundsätzlich eine Übertra-

gung vom Mausmodell auf den Menschen möglich ist. Allerdings weisen Maus und

Mensch im Bezug auf die Strukturierung ihres Gehirns wesentliche Unterschiede auf

(O�ner 2014). Neben dem o�ensichtlichen Gröÿenunterschied zwischen dem nur we-

nige Gramm wiegenden Nagerhirn und dem ca. 1000g wiegenden menschlichen Hirn,

besitzt der Mensch ein stark gefurchtes gyrenzephales Gehirn mit vielen Einfaltun-

gen der Groÿhirnrinde im Gegensatz zu lissenzephalen Gehirnen ohne Furchungen

und Gyri bei Nagetieren. Diese Unterschiede kommen jedoch bei rein histologischen

Untersuchungen kaum zum Tragen und sind im vorliegenden Fall nicht als nachteilig

anzusehen.

Weil in der vorliegenden Studie sowohl weibliche als auch männliche Mäuse unter-

sucht wurden, lässt sich keine genaue Aussage zu geschlechtsspezi�schen Unterschie-

den tre�en. Mit einer Endzahl von n = 6 handelt es sich um eine relativ kleine

Stichprobenpopulation. Dennoch können die erlangten Ergebnisse auf mögliche Kor-

relationen hinweisen.

Die auch in der vorliegenden Arbeit versuchte Modellierung der Komorbidität nach
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Schlaganfall und Alzheimer-artigen Veränderungen basierte auf einem mehrfach

transgen-verändertem Modell (Oddo et al. 2003 a,b). Die Alzheimersche Demenz als

ein ätiologisch multifaktoriell verursachtes Geschehen kann allerdings nicht hinrei-

chend durch ein einziges Modell erklärt werden. Die Ausprägung nur weniger histopa-

thologischer Korrelate führt nicht zur Entstehung weiterer Merkmale der Erkrankung;

daher ist die Integration mehrerer Transgene in einem Tier sinnvoll. Das vorliegende

3xTg-Mausmodell von Oddo et al. (2003a) vereint zwei wesentliche histopathologische

Kennzeichen der Erkrankung. Es gilt als erstes transgenes Modell, das die genetisch

bedingte, altersanhängige β-Amyloid- und Taupathologie gemeinsam präsentiert.

Transgene Mäuse erlauben die gezielte Forschung einzelner Aspekte einer Pathologie,

unter Einschluss wichtiger pharmakologischer Testungen von therapeutischen Ansät-

zen am lebenden Organismus, was beim Menschen unter ethischen Gesichtspunkten

nicht vertretbar ist (Duyckaerts et al. 2008). Fehlermöglichkeiten können dadurch

entstehen, dass transgene Mäuse aufgrund der genetischen Veränderung die neuropa-

thologischen Korrelate der Erkrankung im Übermaÿ exprimieren. Es werden rasche

und möglichst eindeutige Folgen der pathologischen Veränderungen forciert, um in

kurzer Zeit, kausale Zusammenhänge untersuchen zu können. Limitierend wirkt zu-

dem, dass nicht die Komplexität der Erkrankung erfasst werden kann, sondern nur

wenige neuropathologische Aspekte beleuchtet werden können (Götz et al. 2004; Duy-

ckaerts et al. 2008; Howlett et al. 2009).

Speziell das in dieser Arbeit verwendete transgene Mausmodell zeigt eine groÿe Band-

breite an pathologischen Veränderungen der Alzheimerschen Erkrankung. Es umfasst

die Überproduktion von mutierten menschlichen APP und PS1 Varianten, was zur

altersabhängigen Ablagerung von parenchymatösen Aβ-Plaques führt. Als limitieren-

des Modell einer menschlichen Erkrankung, kann es diese nicht vollständig kopieren

und es zeigt keinen deutlichen cholinergen Zellverlust (Götz et al. 2004; Frank et al.

2008; Härtig et al. 2014); zu Forschungszwecken bietet es jedoch eine ausreichende

Simulation der Wechselwirkungen verschiedener Korrelate der AD.

5.1.1 Die 3xTg-Maus als Modell für Alzheimer-artige

Veränderungen

Transgene Mäuse, die humanes mutiertes APP überexprimieren, sind weit verbrei-

tet in der Grundlagenforschung zur Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung.

Da dieses Krankheitsbild jedoch multifaktorielle Ursachen vereint, ist zu klären, in-
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wieweit das untersuchte Mausmodell mit dem menschlichen Krankheitsprozess bzw.

spezi�schen Aspekten der Erkrankung korreliert.

Ebenso wie für den Menschen beschrieben (Gouras et al. 2000), beginnt die Aβ-

Pathologie bei der 3xTg-Maus mit der Akkumulation des intrazellulären Amyloids im

Neokortex und im Hippokampus mit anschlieÿender Bildung extrazellulärer Plaques

in der hippokampalen Formation (Oddo et al. 2003b). Auch die räumliche Ausprä-

gung der pathologischen Veränderungen im untersuchten Tiermodell und im Men-

schen ähneln sich. Nach Braak und Braak (1991) erscheinen im Patienten als wesent-

liche vulnerable Regionen Neokortex, Hippokampus und Amygdala. Jedoch sind die

Neuronenverluste sowie die Ausbildung von neuro�brillären Tangles im Tiermodell

nicht in vergleichbarem Ausmaÿ ausgeprägt wie beim Menschen. Ursächlich dafür

werden die kürzere Lebensphase der Maus und Unterschiede in der Genexpression,

der Vulnerabilität gegenüber der β-Amyloid-Expression und den Eigenschaften des

Tau-Proteins angeführt (Kokjohn und Roher 2009; Elder et al. 2010).

5.2 Das Fadenmodell als patientennahes

Schlaganfallmodell

Die häu�gste Schlaganfallform beim Menschen ist die fokale Ischämie, wobei meist

die Arteria cerebri media betro�en ist. Es gibt mehrere Möglichkeiten, um eine fokale

Ischämie im Mausmodell auszulösen. Als Standard dient der einzige Verschluss der

Arteria cerebri media (middle cerebral artery occlusion, MCAO), wobei verschiedene

Techniken zur Anwendung kommen (Liu und McCullough, 2011).

Das in der vorliegenden Studie angewandte Fadenmodell zum Verschluss der Arte-

ria cerebri media unterliegt maÿgeblich der Erfahrung und Übung des Operateurs.

Um reproduzierbare und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten ist eine kontinuierliche

Durchführung der Experimente stets durch denselben erfahrenen Operateur anzustre-

ben. Dies konnte in der vorliegenden Studie gewährleistet werden.

Das Fadenmodell zeigt eine gute Reproduzierbarkeit der Läsionen. Vorteilhaft im

Vergleich zum thrombembolischen Modell ist die geringe Varianz in der Ausprägung,

Gröÿe und Lokalisation der Infarkte (Young et al., 2007). Hierfür mit verantwortlich

sind die bestmögliche Abstimmung zwischen Anatomie der Versuchstiere sowie Länge

und Dicke des Filaments.
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5.3 Methoden

5.3.1 Histochemie: Vorzüge und Limitationen

Die vorliegende Arbeit basierte auf technisch gelungenen Sätzen von frontalen Seri-

enschnitten des Vorderhirns, wobei jeweils jeder 10. Schnitt einer Serie zugeordnet

wurde. Geringfügige Unterschiede der analysierten Schnittebenen zwischen einzelnen

Mäusen könnten aus Auswahl der Hirnschnitte für die immunhistochemischen Fär-

bungen, der Selektion von je 3 Schnitten pro Maushirn zur mikroskopischen Analyse

sowie der Individualität der Gehirne resultieren. Da der Hauptgegenstand der Studie

jedoch in der mikroskopischen Untersuchung der Gefäÿ-Nerven-Kontakte zu sehen ist,

wurde diese Störgroÿe toleriert.

Die Fluoreszenz-Histochemie erlaubt eine visuelle Darstellung der Zielstrukturen mit

deutlicher Di�erenzierbarkeit zu umliegenden Strukturen. Ein groÿer Vorteil der Fluo-

reszenzmarkierungen besteht in der möglichen simultanen Detektion mehrerer Mar-

ker und der direkten Visualisierung ihrer Lagebeziehungen, in der vorliegenden Studie

z.B. an einem Keyence-Fluoreszenzmikroskop mit dazugehöriger Computersoftware.

Jedoch kam es auch hierbei zu Limitationen: Feinste Unterschiede in der Morpholo-

gie der cholinergen Komponenten und Diskontinuitäten im Faserverlauf waren einer

Analyse mittels Computerprogramm z.B. nicht zugänglich. Hierbei musste auf eine

quantitative visuelle Vermessung mittels eines zuvor festgelegten Scores zurückgegrif-

fen werden.

Während der Gewebevorbereitung und im Färbeprozess kam es teilweise zu Verlust

bzw. Beschädigung vulnerabler Gewebe, sodass vor allem aufgrund der teilweise feh-

lenden ischämischen Zielregion nicht alle Schnitte einer adäquaten Analyse zugeführt

werden konnten.

5.3.2 Mögliche Analysefehler bei der Semiquanti�zierung

Bei der Arbeit mit biologischen Materialien wie in der vorliegenden Studie ist grund-

sätzlich von einem interindividuellen Variantenreichtum mit erhöhtem Ein�uss von

Störgröÿen zu rechnen. Um diese auf subjektiven Entscheidungen beruhenden Analy-

sefehler zu minimieren, wurden im Vorfeld Rahmenbedingungen festgesetzt, die eine

standardisierte Vermessung ermöglichen sollten. Dabei zu beachten sind Ein�uss-

faktoren wie die unterschiedliche genetische Abstammung der Versuchstiere, nicht

gleichbleibende Umweltfaktoren sowie die individuelle Reizverarbeitung - einherge-
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hend mit verschiedenen Arten von Anpassungsreaktionen. Die Gesamtheit der biolo-

gischen Störgröÿen ist nur in begrenztem Maÿe durch Standardisierung auszuschlie-

ÿen. Um mit möglichst geringen Abweichungen zu arbeiten, wurden in dieser Arbeit

sowohl junge als auch alte Wildtyptiere verglichen mit altersgleichen triple-transgenen

Tieren, die unter gleichen Bedingungen aufgezogen, gehalten und behandelt wurden.

Die gemessenen Parameter der verschiedenen Nervenfasern unterliegen allgemeinen

Ein�ussfaktoren auf den Organismus und sind vom aktuellen metabolischen Zustand

abhängig.

5.3.3 Analyse des cholinergen Systems: Neuropathologische

Veränderungen

Durch die immunhistochemische Markierung der ChAT, des Schlüsselenzyms für die

Biosynthese des Neuroransmitters Azetylcholin, lässt sich die Gesamtpopulation cho-

linerger Nervenzellen und ihrer Fortsätze visualisieren. Für die Detektion cholinerger

Fasern wurde in dieser Studie ein in der Ziege generierter und anschlieÿend a�ni-

tätschromatographisch gereinigter Antikörper gegen ChAT genutzt, der seit langem

etabliert ist (Li und Furness 1998; Härtig et al. 2007).

Änderungen der ChAT-Expression resultieren aus verschiedenartigen Störungen. Re-

levant sind hierbei eine herabgesetzte Konzentration und Synthese des Neurotrans-

mitters Azetylcholin (Davies und Maloney 1976; Whitehouse et al. 1982; Araujo

1988; Mesulam und Geula 1988), eine verminderte ChAT-Aktivität als Transmitter-

synthethisierendes Enzym (Davies und Maloney 1976; Whitehouse et al. 1982; Bierer

1995) und eine verringerte Konzentration von nikotinischen Azetylcholinrezeptoren,

die hauptsächlich präsynaptisch auftreten (Araujo et al. 1988; Aubert et al. 1992).

Die cholinerge Innervation nahezu des gesamten Neokortex, der Amygdala, des Hip-

pokampus und des Bulbus olfactorius erfolgt durch cholinerge Neurone des basalen

Vorderhirns (Wenk et al. 1980; Bigl et al. 1982; Mesulam et al. 1983; Mesulam und

Geula 1988; Bigl und Arendt 1991). Jahrelange Erfahrungen mit diesem Marker zeich-

neten diese Nachweismethode für die vollständige Darstellung cholinerger Fasern als

überaus geeignet aus. Da lediglich cholinerge Komponenten detektiert und angefärbt

wurden, kam es nicht zu Überlagerungsphänomenen mit anderen neuronalen Fasern,

sodass gemessene Strukturen als ausschlieÿlich cholinerg identi�ziert werden konnten.

Durch diese Selektivität konnten einzelne Fasern morphologisch genau beurteilt wer-

den.
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Die Untersuchungen von Alzheimer- und Down-Syndrom-Patienten ergab, dass es bei

Erkrankten im basalen Vorderhirn vor allem zu einer Schädigung cholinerger Projek-

tionsneurone kommt (Yates et al. 1980; Whitehouse et al. 1982; Arendt et al. 1983;

1985; Casanova et al. 1985). Der cholinerge Zellverlust, der primär vom basalen Vor-

derhirn ausgeht und im weiteren Verlauf auch die kortikalen Bahnen betri�t, scheint

mit dem Schweregrad der Beeinträchtigungen zu korrelieren (Perry 1986; Pappas et

al. 2000; Mesulam 2004b; Schliebs, 2005; Schliebs und Arendt, 2006). Resultierend

daraus entstand die cholinerge Hypothese, die als Hauptursache der Demenz eine

Schädigung des cholinergen Systems postuliert (Bartus et al, 1982). Laut dieser Hy-

pothese kann davon ausgegangen werden, dass die in der Studie detektierten Verluste

der cholinergen Anteile mit dementiellen Symptomen des Organismus einhergehen.

Dabei konnte die Ursache des Zellverlustes noch nicht geklärt werden. Vielfach wird

davon ausgegangen, dass ein Zusammenhang zwischen der cholinergen Neurodegene-

ration und dem Auftreten von β-Amyloid und Tau besteht (Auld et al. 2002; Mesulam

2004b; Kulshreshtha und Piplani 2016). Interessanterweise tritt die cholinerge Dege-

neration bereits frühzeitig auf, lange bevor es zur Bildung von pathologischen Plaques

und Tangles kommt (Selkoe 2016).

5.3.4 Darstellung und Analyse des katecholaminergen Systems

Das striatale katecholaminerge System ist in verschiedenen Schlaganfallmodellen be-

tro�en und war auch Gegenstand semiquantitativer Analysen. Schon vor Einführung

von selektiven Antikörpern gegen die Tyrosinhydroxylase und andere Komponenten

des katecholaminergen Systems wurde ein besseres Verständnis dieses Transmitter-

systems erreicht, indem man seine Lokalisation im Gehirn mittels histochemischer

Methoden ermittelte. Bereits in den frühen 1960er Jahren, vor der Ära der Immun-

histochemie, entwickelten Falck und Hillarp eine Methode, mit der zum ersten Mal

neuronale Systeme im Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden konnten (Falck und

Torp 1962; Falck et al. 1962). Für nahezu zwei Dekaden dominierte diese Technik,

bis sie in den 1980er Jahren durch vielseitigere immunhistochemische Methoden er-

setzt wurde. Die ursprüngliche Falck-Hillarp-Methode basiert auf der Exposition von

gefriergetrocknetem Gewebe mit Formaldehyddämpfen, so dass Monoamine wie Ad-

renalin und Noradrenalin in Iso-Chinoline konvertiert werden, die nach entsprechender

Anregung ein grün-gelbes Licht emittieren.

Groÿe dopaminerge Zellgruppen be�nden sich in ventralen Gebieten des Mesenzepha-

lons, einschlieÿlich der Substantia nigra (A9-Zellgruppe) und des ventralen Tegmen-
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tums (A10 Zellgruppe; Lindvall und Björklund 1983). Neurone der A9-Population

projizieren mit ihren kräftigen Fasern bis zum Striatum, wodurch die nigrostriatale

Bahn gebildet wird. Diese Bahn nimmt eine zentrale Rolle in der Steuerung moto-

rischer Aktivitäten ein (Gerfen 1992). Im Striatum als der wichtigsten Komponen-

te der Basalganglien werden exzitatorisch wirkende Informationen aus dem Kortex

transformiert, um gegensätzlich einen inhibitorischen E�ekt der Basalganglienkerne

zu bewirken. Dabei greifen die hypothalamischen, dopaminergen Neurone sowohl in

die Entwicklung und Erhaltung der Hypophyse als auch in die Genexpression und

den Metabolismus der hypophysären Hormone ein.

Dopamin und andere Katecholamine sind wichtige Neuromodulatoren im ZNS. Daher

führen Reduktion oder Dysregulation dieser Wirksto�e zu vielen neurologischen und

psychiatrischen Erkrankungen, wie Morbus Parkinson oder Schizophrenie (Greengard

2001; Carlsson 2006; Iversen and Iversen 2007). Hierbei ist Morbus Parkinson gekenn-

zeichnet durch einen progressiven Abbau der dopaminergen Projektionsneurone, die

im somatomotorischen Anteils des Striatums (Nucleus caudatus und Putamen) lie-

gen. Darüber hinaus kommt es zur Neurodegeneration der tegmental be�ndlichen

dopaminergen Neurone, die zum Striatum projizieren (Pars compacta der Substantia

nigra oder A9-Gruppe; Alexander 2004). Zusätzlich zu den motorischen Symptomen

ist die Parkinsonsche Erkrankung charakterisiert durch emotionale Störungen, wie

Depression, Angstzustände und Apathie. Dies wird verursacht durch Einschränkun-

gen in den mesolimbischen und mesokortikalen dopaminergen Leitungsbahnen, die

zum ventralen Striatum (Nucleus accumbens), zur Amygdala und zum präfrontalen

Kortex ziehen (Blonder und Slevin 2011). Eine Dopamin-Überfunktion im Striatum

zeigt sich bei der Schizophrenie assoziiert mit einer exzessiven Dopamin-D2-Rezeptor-

Stimulation, zunehmenden D2-Rezeptor-Bindungen im dorsalen Striatum (Laruelle et

al. 2003; Howes and Kapur 2009) sowie steigenden D3-Rezeptor-Bindungen im ven-

tralen Striatum (Joyce and Gurevich 1999).

Wie die Abbildung 1.6 zur Katecholaminbiosynthese verdeutlicht, erfolgt eine schritt-

weise Umwandlung der Aminosäure Tyrosin durch Katalyse spezi�scher Enzyme. Seit

Längerem gibt es spezi�sche Antikörper sowohl gegen die Marker TH, AADC, DBH

und PNMT (Armstrong et al. 1982; Hökfelt et al. 1977; Hökfelt et al 1984) als auch ge-

gen die Katecholamine L-Dopa, Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin selbst (Ge�ard

et al. 1995; Mons et al. 1991; Steinbusch et al. 1987).
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5.3.5 Methodische Limitationen

Das gewählte triple-transgene Mausmodell scheint sehr geeignet und übertragbar, da

es die Hauptmerkmale der Alzheimerschen Erkrankung vereinigt (Oddo et al. 2003;

Mastrangelo und Bower 2008; Oh et al. 2010). Studien, die andere Tiermodelle ver-

wenden, sollten Screeningmethoden etablieren, um neuronale Subpopulationen und

Komponenten der NVU zu untersuchen, damit vorliegende Erkenntnisse entweder

bestätigt oder revidiert werden können. In der vorliegenden Studie wurden als neu-

ronale Bestandteile der NVU ChAT- und TH-positive Subpopulationen ausgewählt

und somit entscheidende Enzyme der cholinergen und katecholaminergen Leitungs-

bahnen untersucht. Bei der Vielfalt verschiedener neuronaler Subpopulationen soll-

ten zukünftige Studien das zu untersuchende neuronale Spektrum erweitern, z.B.

auf GABAerge (Inter-)Neurone, die eine zentrale Rolle in neostriatalen Kreisläufen

spielen (Tepper et al. 2010). Zudem waren vorliegende Analysen auf einen einzelnen

Zeitpunkt, 24 Stunden nach dem ischämischen Ereignis, und auf eine permanente

zerebrale Ischämie limitiert. Um eine bessere Übertragbarkeit zu erreichen, sollten

zukünftige Studien potenzielle Zeit-abhängige Faktoren, die post-ischämische Reak-

tionen beinhalten (Dirnagl et al. 1999), sowie die Konditionen nach Reperfusion, als

Zustand nach bereits erfolgter therapeutischer Intervention, wie Thrombolyse oder

mechanischer Rekanalisation, untersuchen (Hacke et al. 2008; Goyal et al. 2016).

5.4 Modellierung krankheitsbedingter

Veränderungen

5.4.1 Vaskuläre und gliale Veränderungen im

Alzheimer-artigen Gehirn

Durch eine unilateral induzierte, fokale zerebrale Ischämie mit einer Überlebensdau-

er von 24 Stunden kommt es zur reaktiven Aktivierung von Astrozyten und einer

deutlichen Mikroglia-Reaktion, d.h. es folgen morphologische Veränderungen wie ei-

ne zerstörte zelluläre Integrität und zahlenmäÿig reduzierte Reaktionen der Astro-

zyten ebenso wie geschwollene Zellkörper mit weniger rami�zierter Mikroglia. Diese

Beobachtungen stimmen überein mit bereits beschriebenen zellulären Veränderun-

gen sowohl für die Alzheimersche Erkrankung selbst (Mastrangelo, Bowers 2008;

Rodriquez-Arellano et al. 2016) als auch für eine folgende Ischämie (Hawkes et al.
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2013). Im Gegensatz zu unserer vorangegangenen Arbeit (Hawkes et al. 2013) zeigte

STL als Gefäÿmarker aktuell keinen statistisch signi�kanten Unterschied im inter-

hemisphärischen Vergleich der betrachteten ROIs. Die hier präsentierten Daten de-

monstrieren deutliche morphologische Veränderungen einzelner Gefäÿe im Sinne von

ausgedünnten Strukturen in der Ischämie-betro�enen Region, in enger Nachbarschaft

zu neuronalen Komponenten, der hier untersuchten NVU.

Mutmaÿlich dem Umstand geschuldet, dass die fokale zerebrale Ischämie Folge eines

akuten Gefäÿverschlusses ist, wurden in der Schlaganfallforschung Veränderungen der

Gefäÿmorphologie und -funktionalität bereits intensiv untersucht. Frühzeitig wurden

hierbei Versuche der Wiedererö�nung und Revaskularisierung unternommen (Dirnagl

et al. 1999; Dirnagl 2012; Hacke et al. 2008; Goyal et al. 2016). Bei Betrachtung der Al-

tersabhängigkeit, z.B. bei neurodegenerativen Erkrankungen, wurde der Begri� NVU

erstmalig verwendet, basierend auf der Erkenntnis, dass Merkmale des alternden Ge-

hirn, wie das Vorkommen von Aβ, und langfristige Konsequenzen kardiovaskulärer

Risikofaktoren (z.B. Diabetes mellitus oder Hypertonie) die Gefäÿstruktur und zuge-

hörige Gliazellen nachhaltig beein�ussen (del Zoppo 2012; Koizumi et al. 2016; Zloko-

vic 2008). Unter Anwendung von Echtzeit-Messungen in vivo konnte im Mausmodell

mit bilateraler Stenose der A. carotis und daraus folgender chronischer Hypoperfusion

eine signi�kante Verringerung des Blut�usses in den tiefen kortikalen Arterien sowie

eine verringerte Leukozytenadhäsion in den Pialgefäÿen nachgewiesen werden (Yata

et al. 2014). Des Weiteren zeigte sich in einer Studie mit Einschluss von 19 Patienten

mit zerebraler Amyloidangiopathie eine Beeinträchtigung der BHS-Integrität; gemes-

sen mit MR-Bildgebung und Serumspiegeln von Tight-Junction-Proteinen und MMP

(Hartz et al. 2012).

Bei mehr auf die Alzheimersche Erkrankung fokussierten Arbeiten zeigten sich sowohl

in Tierexperimenten als auch in humanen Studien Veränderungen des Gefäÿsystems

assoziiert mit BHS-Ausfall. Daraus lieÿ sich die Hypothese ableiten, dass sich in jedem

Fall einige Alzheimer-spezi�sche pathophysiologische Befunde auf Veränderungen der

Gefäÿintegrität zurückführen lassen (Nikolakakis und Hamel 2011; Goldwasser et al.

2016). Eine aktuelle Hypothese zur Alzheimerschen Erkrankung geht einen Schritt

weiter und diskutiert eine Drainagestörung von perivaskulärem Aβ als ausschlagge-

benden Faktor des Krankheitsfortschreitens (Bakker et al. 2016; Morris et al. 2016).

Auch diese Hypothese bietet noch Diskussionsbedarf, zeigt jedoch den aufkeimenden

Gedanken, dass ein bidirektionaler kausaler Zusammenhang zwischen neuronalen Ele-

menten der Alzheimerschen Erkrankung und Veränderungen des Gefäÿssystems, wie
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z.B. der BHS, besteht.

Morphologische Veränderungen der Astrozyten im Alzheimer-typischen Gehirn wur-

den bereits in verschiedenen experimentellen Studien beschrieben. Eine reaktive

Astrogliose als Antwort auf die Alzheimer-typsiche Pathophysiologie ist weithin ak-

zeptiert (Rodriques-Arrelano et al. 2016; Pekny und Pekna 2016). Dieser Ansatz

gründet sich darauf, dass astrogliale Veränderungen wie auch die Alzheimer-typische

Pathologie altersabhängig auftreten (Oddo et al. 2003). Gegen die traditionellen Per-

spektiven sprechen neueste Studien (Pekny und Pekna 2016; Kamat et al. 2014),

die allerdings die Theorie unterstützen, dass diese krankheitsabhängigen neuropa-

thologischen Veränderungen bei Alzheimerpatienten eher eine Folge von astroglialer

Fehlfunktionen sind.

Mikroglia als überwiegend immunologisch aktive Zellen wurden sowohl im gesunden

Gehirn als auch bei diversen neurodegenerativen und ischämisch veränderten Gehir-

nen analysiert (Hanisch und Kettenmann 2007). Auf dem Gebiet der Alzheimerfor-

schung wurden frühzeitig morphologische Veränderungen der Mikroglia beschrieben

(Streit et al. 2014), wobei ein kausaler Zusammenhang als einseitig im Sinne von zellu-

lärer Aktivierung durch charakteristische Ablagerungen von Aβ im Alzheimer-Gehirn

angenommen wurde (Itagaki et al. 1989). In einer aktuellen Studie am Mausmo-

dell für Alzheimer und Schlaganfall wurde eine Mikroglia-Subpopulation identi�ziert,

die muskarinerge Azetylcholinrezeptoren aufweist (Pannell et al. 2016). Die Rele-

vanz dieser Erkenntnis zeigt sich darin, dass Spiegel des entsprechenden Schlüsselen-

zyms, der Cholinazetyltransferase, mit dem Grad der kognitiven Beeinträchtigung

des menschlichen Gehirns korrelieren (Pappas et al. 2000). Da das cholinerge System

charakterisiert ist als weites Netzwerk, das zwischen kortikalen und subkortikalen

Regionen kommuniziert, wurden im Alzheimer-Modell gefundene Veränderungen in

kausalem Zusammenhang gebracht mit anderen Alzheimer-typischen Merkmalen wie

Tau-Phosphorylierung und Vorkommen von Aβ. Zusammengefasst zeigen die Befun-

de aus den letzten beiden Dekaden, dass Veränderungen der Gefäÿstrukturen, der

Astro- und Mikroglia im Zusammenspiel mit klinischen Befunden und histopatho-

logischen Kennzeichen der Alzheimerschen Erkrankung einen hohen Stellenwert in

der Forschung erlangten; begleitend fand ein Wandel der bisherigen traditionellen,

einseitigen Sicht hin zu kausalen Zusammenhängen als bidirektionalen Modell mit

Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen innerhalb der NVU statt (Iadecola

2004; Nelson et al. 2016; Michalski et al. 2016). Aus den beschriebenen multiplen

Wechselwirkungen in der NVU mit darausfolgenden Konsequenzen auf die Krank-
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heitsprogression oder zumindest die Beein�ussung der Alzheimerschen Erkrankung

ergeben sich weitere Startpunkte zur Etablierung neuer Behandlungsstrategien (Zlo-

kovic 2008).

5.4.2 Neurovaskuläre Veränderungen durch Ischämie

Cholinerge neuronale Strukturen wie Nervenfasern und Zellkörper wurden in enger

Nachbarschaft zu Gefäÿen nachgewiesen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass bei-

de Strukturen einen wesentlichen Teil der neurovaskulären Einheit im Alzheimer-

Gehirn ausmachen. Qualitative und erweiterte quantitative Analysen ergaben, dass

ChAT-immunpositive Strukturen einen signi�kanten Rückgang der Färbeintensität

und Faserdichte nach Induktion einer fokalen zerebralen Ischämie aufweisen. Ein

Rückgang der beiden Färbeparameter zeigte sich zudem im ischämischen Randbe-

reich sowie im ipsilateralen Neokortex, trotzdem letzterer weit entfernt ist von der

Region, die direkt vom Verschluss der Arteria cerebri media betro�en ist. Mit der

ChAT-Immunreaktivität wurde eine robuste Technik zur Visualisierung cholinerger

Neurone angewandt.

Aus den erlangten Ergebnissen lassen sich zwei wesentliche Auswirkungen schluss-

folgern: Zum Ersten bestärken die nachgewiesenen weiträumigen Auswirkungen auf

Regionen jenseits des Striatums als primär von der Ischämie a�ektiertes Areal die

bereits bestehenden Daten zu einem weitreichenden Netzwerk cholinerger Fasern, die

bis hin zu neokortikalen und subkortikalen Regionen reichen (Schliebs und Arendt

2006; Coyle et al. 1983). Da zum Zweiten die durchgeführten Analysen in Bezug auf

die kontralaterale, nicht betro�ene Hemisphäre korrigiert wurden, könnte die gefun-

dene Verringerung der ChAT-Immunreaktivität als Resultat auf den ischämischen

Stimulus gesehen werden. In Zusammenschau mit unseren zuvor erhaltenen Befun-

den, dass es zu Gefäÿveränderungen im Sinne von Kollagen-IV-Hochregulierung 24

Stunden nach fokaler zerebraler Ischämie kommt, illustrieren die vorgelegten Ergeb-

nisse die vielfältigen Reaktionen der NVU trotz einer relativ kurzen Dauer von einem

Tag Überlebenszeit nach ischämischem Stimulus. Damit ist es wahrscheinlich, dass es

bei einer längerfristigen Betrachtungszeit zu einer gesteigerten Detektion Alzheimer-

typischer histologischer Merkmale kommt, vor allem, da frühere Studien bereits bei

einer Überlebenszeit von 3 Monaten nach zerebraler Ischämie veränderte Spiegel von

Tau feststellen konnten (Koike et al. 2011; Majd et al. 2016).

Obwohl in der vorliegenden Studie kognitive Konsequenzen nicht untersucht wurden,

sind Auswirkungen wahrscheinlich. Zwei kürzlich verö�entlichte Studien (Keeley et
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al. 2015; Amtul et al. 2014), die kombiniert die Aβ-Toxizität (nach intraventrikulä-

rer Peptidinfusion) und Endothelin-1-induzierte Ischämie untersucht hatten, detek-

tierten eine beeinträchtigte Gedächtnisfunktion, wenngleich die ChAT-Immunfärbung

im Striatum nur einen dezenten Rückgang zeigte. Vergleichbare Datensätze wurden

auch von Kemppainen et al. verö�entlicht: Es kam zu einer deutlichen Verschlechte-

rung der räumlichen Gedächtnisfunktion während der ersten 5 Tage nach transienter

globaler zerebraler Ischämie im Mausmodell mit Alzheimer-typischem genetischen

Hintergrund (Kemppainen et al. 2014).

Die vorliegende Studie belegt die zentrale Beeinträchtigung des katecholaminergen

Systems in der ischämie-betro�enen NVU im Alzheimer-Gehirn dahingehend, dass

TH-positive Strukturen faserähnliche Ansammlungen in enger Nachbarschaft zu Ge-

fäÿen in ischämie-betro�enen Regionen bilden. Die durchgeführten quantitativen Ana-

lysen zeigten einen signi�kanten Rückgang der Faserdichte im ipsilateralen Striatum

und Grenzbereich. Bei Messungen der TH-Immunreaktivität konnte dagegen kein

signi�kanter Unterschied zwischen der ischämie-betro�enen und nicht-ischämisch-

beein�ussten Hemisphäre festgestellt werden. Dieses Ergebnis lässt regionale Limi-

tationen der ischämischen Leitungsbahnen des katecholaminergen Systems vermuten,

zumindest wenn diese von TH verarbeitet werden.

Um Eigenschaften der ChAT-positiven neuronalen Strukturen in Verbindung mit dem

Gefäÿsystem zu untersuchen, wurden Streudiagramme für interhemisphärische Dif-

ferenzen angefertigt, wodurch die Beziehung zwischen neuronalen und vaskulären

Komponenten als berechnete Korrelation visualisiert wurde. Hier zeigten sich sta-

tistisch signi�kante Veränderungen in Bezug auf die Färbeintensität innerhalb des

direkt von der Ischämie betro�enen Striatum sowie des ipsilateralen Neokortex. Das

positive Vorzeichen des Korrelationskoe�zienten zeigt an, dass die Ischämie-bedingte

Verringerung der ChAT-Immunreaktivität gleichsinnig eine Verminderung der STL-

Markierung bewirkt, jedoch mit gröÿerer Streuung. Trotzdem ist eine kausale Be-

ziehung deutlich, da sowohl AD-spezi�sche als auch altersabhängige Eigenschaften

die Gefäÿreaktionen auf den ischämischen Stimulus erklären könnten. Die Altersab-

hängigkeit betre�end zeigte eine Studie mit nicht-transgenen Mäusen verschiedener

Altersstufen mit chronisch zerebraler Hypoperfusion einen signi�kanten Rückgang der

zerebrovaskulären Reaktivität und Remodellierung in 18 Monate alten Tieren vergli-

chen mit 4 bis 6 Wochen und 12 Wochen alten Mäusen (Hecht et al. 2012). Aus diesen

Daten geht hervor, dass Alter der ausschlaggebende Faktor für die erhöhte Verletzlich-

keit der Gefäÿstrukturen gegenüber Ischämieereignissen ist. Auch da in den letzten
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Dekaden häu�g birektionale kausale Zusammenhänge zwischen ischämischen Ereig-

nissen und histopathologischen Korrelaten der Alzheimerschen Erkrankung intensiv

diskutiert wurden (Kalari 2000), können verschiedene Gründe für morphologische und

funktionelle Veränderungen der Gefäÿsstrukturen im Alzheimer-Gehirn angenommen

werden.

Um altersabhängige E�ekte zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Studie die

Analysen erweitert auf Wildtyp- und 3xTg-Mäuse im Alter von jeweils 3 oder 12

Monaten. In allen analysierten Gebieten zeigte sich ein deutlicher Trend zu einer

schwerwiegenderen Beein�ussung der ChAT-Immunreaktivität durch Ischämie bei

jüngeren Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu 3xTg-Mäusen. Bei 12 Monate alten Tieren

konnte dieser Trend auch beobachtet werden, jedoch beschränkt auf das ipsilaterale

Striatum und den Grenzbereich. Erwähnenswert ist auch der signi�kante Unterschied

hinsichtlich der Kontinuität der CHAT-positiven Fasern im Infarkt-Grenzbereich im

Altersvergleich, wobei 3 Monate alte WT-Mäuse deutlich Fasern mit höhergradiger

Diskontinuität präsentierten. Ein ebensolcher E�ekt wurde auch bei der Kontinuität

der TH-positiven Fasern im Neokortex beobachtet, besonders ausgeprägt in jünge-

ren WT-Tieren. Die TH-Immunreaktivität ergab signi�kante Unterschiede zwischen

den genetischen Tiergruppen im Neokortex, da Wildtyp-Mäuse hier einen deutliche-

ren Rückgang der Färbeintensität im Vergleich zu den genetisch veränderten Tieren

zeigten. Die beobachteten ungleichmäÿigen Veränderungen der Intensität und Dichte

der TH-Markierung könnten zusammenhängen mit dem Erscheinungsbild der TH-

Markierung: Hauptsächlich wurden faserähnliche Strukturen beobachtet, die teilweise

punktförmige Elemente enthielten.

Weil in unserer vorangegangenen Arbeit zu vaskulären Veränderungen nach fokaler

zerebraler Ischämie eine Alters- und Phänotyp-abhängige Reaktion der Kollagen-IV-

Fasern als Teil des vaskulären Komplexes festgestellt wurde (Hawkes et al. 2013),

scheint es wahrscheinlich, dass mehrere Komponenten der NVU altersabhängige Reak-

tionen auf ischämische Stimuli präsentieren. Diese Reaktionen scheinen sowohl unter

primär ischämischen Konditionen (del Zoppo 2012) als auch unter typischen altersab-

hängigen Merkmalen der Alzheimerschen Erkrankung auf die Komponenten der NVU

zuzutre�en (Iadecola 2004; Schliebs und Arendt 2006).
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5.5 Diagnose und Therapie der Alzheimerschen

Erkrankung

Die Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung war lange auf histologische Analysen

des Hirngewebes post mortem beschränkt. In den vergangenen Jahren konnte die Dia-

gnosestellung zudem erheblich verbessert werden, indem in Liquormessungen Tau-

und Aβ-Spezies detektiert wurden (Clarke et al. 2015; Chiarini et al. 2017).

Die Grundlagenforschung am Tiermodell erlaubt es zunehmend, am lebenden Orga-

nismus die Pathogenese mittels histopathologischer Korrelate zu entschlüsseln. Das

Verständnis der Mechanismen auf molekularer Ebene ist äuÿerst relevant, um ei-

ne verbesserte Diagnostik sowie Ansätze der Pharmakotherapie zu erreichen. Auÿer-

dem erlauben neue PET-Tracer, die u.a. an Tau oder α-Synuclein-Aggregate binden,

in Kombination mit Magnetresonanz-Techniken, wie Di�usions-Tensor-Bildgebung

(DTI), rs-fMRI(resting state functional MRI) und Arterial Spin Labeling, eine Erwei-

terung der diagnostischen Möglichkeiten um verschiedene Demenzformen oder andere

neurodegenerative Erkrankungen frühzeitig zu detektieren (Barthel et al. 2015).

Unter den hier präsentierten Ischämie-induzierten Veränderungen sind der signi�-

kante Rückgang der ChAT-Immunreaktivität zusammen mit den Veränderungen der

vaskulären und glialen Komponenten der NVU am bedeutsamsten für therapeutische

Überlegungen. Hervorzuheben ist, dass die traditionelle Sicht der cholinergen Dys-

funktion als ausschlieÿliche Ursache für kognitiven Verfall abgelöst wurde von einer

komplexeren Sichtweise im Sinne eines bidirektionalen kausalen Zusammenhangs mit

Berücksichtigung von Aβ-Ablagerung und Tau-Phosphorylierung (Auld et al. 2002;

Mesulam 2004; Schliebs 2005). Diese Sicht wird durch experimentelle Daten unter-

stützt: Der durch Immunläsion induzierte Rückgang cholinerger Projektionsneurone

im basalen Vorderhirn der Maus kann Alzheimer-typische Merkmale induzieren, wie

z.B. die Akkumulation von Aβ-Peptiden (Härtig et al. 2014). Zur Analyse vermuteter

Auswirkungen des cholinergen Systems auf den Verlauf der Alzheimerschen Erkran-

kung haben Ahmad et al. ein Rattenmodell mit transienter fokaler zerebraler Ischämie

entwickelt, das cholinerge Dysfunktionen als Folge Ischämie-bedingter Reduzierung

von ChAT im Striatum verursacht (Ahmad et al. 2012). Experimentelle Behandlung

mit Edaravon als Fänger freier Radikale konnte die Folge der ChAT-Verminderung

dämpfen und zudem gleichzeitig das neuronale Überleben steigern. Zur Bestätigung

dieser Theorie zeigte eine aktuelle Studie von Jiao et al., dass eine experimentelle

Behandlung mit Edavaron bei Mäusen mit Alzheimer-Genetik zu einer Reduzierung
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des Aβ-Vorkommens und anderer Hauptmerkmale der Alzheimerschen Erkrankung

geführt hat (Jiao et al. 2015). Zudem scheinen diese Daten sehr vielversprechend, um

in nachfolgenden Schritten klinische Studien folgen zu lassen.

Aktuell ist keine kausale Behandlung der Alzheimerschen Erkrankung möglich. Pri-

märe Ziele der Pharmakotherapie sind die Symptomlinderung sowie die Behand-

lung möglicher Begleiterkrankungen. Da die epidemiologisch identi�zierten allge-

meinen Risikofaktoren für Schlaganfall und Alzheimersche Demenz, wie z.B. ar-

terielle Hypertonie, Hypercholesterinämie und Diabetes mellitus, einen bekannten

nachteiligen E�ekt für das Gefäÿsystem aufweisen, werden aktuell für die Akutbe-

handlung der Alzheimerschen Erkrankung Medikamente eingesetzt, die normaler-

weise bei kardiovaskulären Erkrankungen Verwendung �nden (Hamel et al. 2016).

Dieses Vorgehen wird bestärkt durch eine aktuelle Studie, in der transgene Mäuse

mit Alzheimer-typischen genetischen Veränderungen Trinkwasser mit Nω-Nitro-L-

Arginin-Methylester-Hydrochlorid versetzt bekamen, woraus eine signi�kante Stei-

gerung des arteriellen Blutdruck resultierte und somit eine chronische Hypertonie

initiiert wurde (Kruyer et al. 2015). Hervorhebenswert zu dieser Studie ist, dass

die chronische Hypertonie zudem eine mikrovaskuläre Ablagerung von Aβ beglei-

tet von beschleunigtem kognitiven Abbau und verminderter BHS-Integrität sowie

Gefäÿentzündungen initiiert. Im Gegensatz dazu kam es bei der experimentellen Be-

handlung mit Telmisartan, einem Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten, zu einem

verminderten Vorkommen von Tau und Aβ nach Langzeitgabe in spontan hyper-

tensiven Ratten (Kurata et al. 2014). Obgleich der Gebrauch von Angiotensin-II-

Rezeptor-Antagonisten eine vielversprechende Strategie gegen die Hauptmerkmale

der Alzheimerschen Erkrankung darstellten könnte (Saavedra 2016), müssen, be-

vor eine Empfehlung ausgesprochen wird, fehlende klinische Studien initiiert werden.

Für die Verhinderung eines fortschreitenden Krankheitsverlaufs durch therapeutische

Maÿnahmen gibt es keine Evidenz. Daraus resultierend ergibt sich, dass die heutige

Diagnostik mehr dem Erkennen behandelbarer Begleiterkrankungen dient.

Viele Studien beschäftigten sich mit der Entwicklung neuer, dringend erforderlicher

Medikamente für Alzheimer-Patienten. Dazu gehören Wirksto�e, die Amyloidablage-

rungen sowie -oligomere im Gehirn gar nicht erst entstehen lassen bzw. diese abbauen

(Kulshreshtha und Piplani 2016). Ein Ansatz zeigte sich in der Immuntherapie mit

spezi�schen Antikörpern gegen niedermolekulare Amyloidformen. Erst durch Nutzung

transgener Mausmodelle ist die Nutzung und präklinische Überprüfung der aktiven

und passiven Aβ-Immunisierung möglich geworden (Schenk et al. 1999). Im Tier-
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versuch konnte ein Glia-vermittelter Rückgang der β-Amyloid-Ablagerungen gezeigt

werden (Morgan 2006). Die klinische Erprobung scheiterte jedoch wegen erheblicher

Nebenwirkungen.

Groÿes Behandlungspotential scheint das cholinerge System zu bergen. Vielfältige

Wechselwirkungen mit dem Amyloidsto�wechsel bieten einen neuen Ansatz zur Ent-

wicklung weiterer Pharmaka. AChE-Inhibitoren sind bereits im therapeutischen Kon-

zept für die Behandlung der Alzheimerschen Erkrankung verankert und als medika-

mentöse Erstlinientherapie bei milden bis moderaten Formen der Alzheimerschen Er-

krankung anzusehen. Hierbei zu nennen sind z.B. Donezipil und Rivastigmin, die sich

auszeichnen durch ein geringes Nebenwirkungspro�l, eine verlängerte Halbwertszeit

und eine gute Wirksamkeit (Kulshreshtha und Piplani 2016). Auch Memantin, als

nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptorantagonist mit neuroprotektiven Eigenschaften,

wird zur Therapie genutzt. In transgenen Mäusen konnte dabei ein groÿer Bene�t

mit deutlichem Rückgang der kognitiven Einschränkungen erzielt werden. Leider lieÿ

sich dieses Ergebnis in klinischen Studien nicht bestätigen; es zeigte sich lediglich

eine geringe E�ektivität bei Patienten in moderaten bis schweren Alzheimer-Stadien

(Devi und Ohno 2016).

Ein vielversprechender Ansatz zur Reduzierung der β-Amyloid-Belastung ist die Aβ-

Immuntherapie. Hierbei wird synthetisiertes β-Amyloid-Peptid, teilweise auch in frag-

mentierter Form, eingesetzt, um B-Zellen zur Antikörperproduktion zu stimulieren,

mit der Konsequenz, dass Amyloid aus dem Hirn nach peripher abgesondert wird

(Güell-Bosch et al. 2016). Beispielhaft hierfür kann die Therapie mit Antikörpern ge-

gen Pyroglytamyl-3-Amyloid-β angeführt werden. Eine Studie von Frost et al. (2015)

zeigte bei zeitigem Einsatz der Immuntherapie eine e�ektive Verringerung der β-

Amyloid-Belastung mit gleichzeitiger Prävention des kognitiven De�zits (Frost et al-

2015). Auch die Immunblockade von Zelltod-Proteinen zeigte eine geringe zerebrale β-

Amyloid-Ablagerung mit verbesserter kognitiver Funktion im Alzheimer-Mausmodell.

Dieser E�ekt konnte sogar im auch hier verwendeten APP/PS1-Mausmodell mit einer

reduzierten β-Amyloid-Belastung im Hippokampus reproduziert werden (Crunkhorn

2016).

Ein weiterer interessanter Behandlungsmodus ist die direkte Modulation der mus-

karinergen ACh-Rezeptoren (mAChR), durch die eine Reduzierung der Amyloidpa-

thologie erreicht werden soll. AF267B als neuartige M1-selektive Substanz, wurde

bereits erfolgreich am 3xTg-Mausmodell getestet (Caccamo et al. 2006). Trotz inten-

siver Forschung und verschiedener Strategien muss erwähnt werden, dass viele Phase
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2-Studien mit einem positiven Outcome in Phase 3 nicht erfolgreich sind, da sie an

relevanten Nebenwirkungen, fehlender E�zienz oder beidem scheitern (Godyn et al.

2016). Hierunter fällt z.B. die Phase 3-Studie für Bapineuzumab als monoklonalen

Antikörper, in der kein signi�kanter Unterschied der Wirksamkeit im Vergleich mit

einem Placebo erzielt werden konnte (Vandenberghe et al. 2016).

Als ein zukünftiger, noch nicht etablierter Ansatz in der Alzheimerforschung, sollten

Substanzen zur Zellstabilisierung oder zumindest zur Aufrechterhaltung der Zellinte-

grität in experimentellen Studien untersucht werden. Die zugrundeliegende Hypothe-

se, dass stabilisierende E�ekte innerhalb der NVU, wie ausbalancierte Interaktionen

zwischen Neuronen, Gefäÿen und glialen Strukturen, die pathophysiologischen Cha-

rakteristika auf Zellebene vermindern oder mildern, wird durch die Ergebnisse der

vorliegenden Studie bekräftigt.
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Alzheimer-Demenz als häu�gste Demenzform wird vorrangig als eigenständige neu-

rodegenerative Erkrankung gesehen, teilt jedoch mit dem akuten Schlaganfall einige

Risikofaktoren. Das Alter scheint dabei der zentrale Faktor zu sein, der die Über-

lappung beider Erkrankungen erklärt, da sowohl kardiovaskuläre Risikofaktoren wie

arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie und Diabetes als auch die Häu�gkeit der

Alzheimerschen Erkrankung und der zerebralen Ischämie mit steigender Lebenszeit

zunehmen. Das steigende Interesse an der genauen Aufklärung der Pathomechanis-
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men beider Erkrankungen, kann mit dem demogra�schen Wandel begründet werden,

aus dem die erhebliche absolute Zunahme beider Erkrankungen resultiert und ein

enormer volkswirtschaftlicher Kostenaufwand erwächst.

Experimentelle Studien sowie klinische Beobachtungen lassen vermuten, dass es einen

kausalen Zusammenhang zwischen der Alzheimerschen Erkrankung und dem Schlag-

anfall gibt. Es wurde gezeigt, dass Patienten mit einer zerebralen Ischämie in der Ana-

mnese ein erhöhtes Risiko haben an der Alzheimerschen Demenz zu erkranken. Zudem

wurde nachgewiesen, dass chronische Hypertonie und experimentelle Schlaganfall-

Induktion Alzheimer-artige Veränderungen verursachen, wie z.B. höhere Konzen-

tration von APP und Tau-Phosphorylierung. Gleichsinnig dazu haben Alzheimer-

Patienten zum einen ein erhöhtes Risiko für ein ischämisches Ereignis, zum anderen

ist das Auftreten eines Schlaganfalls bei Alzheimer-Patienten mit einer schlechteren

Prognose vergesellschaftet. Es wurde postuliert, dass β-Amyloid und Ischämie bei

gemeinsamem Auftreten schlechtere Konsequenzen hervorrufen, als wenn diese Fak-

toren einzeln vorkommen.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass ischämische Ereignisse, insbesondere

mildere Formen, in Anwesenheit von hohen Konzentrationen an β-Amyloid gröÿe-

re Infarktvolumina, eine fulminantere Entzündungsreaktion und einen schwereren

Gedächtnisverlust verursachen im Vergleich zum alleinigen Auftreten von Ischämie

oder β-Amyloid. Die o�ensichtliche wechselseitige Beein�ussung der pathologischen

Veränderungen erschwert die Konzipierung erfolgreicher Behandlungsstrategien. Da-

her wandten sich verschiedene Forschungsgruppen ab von den Angri�spunkten

an typischen Merkmalen der Alzheimerschen Erkrankung (wie β-Amyloid, Tau-

Hyperphosphorylierung und cholinerge Dysfunktion) hin zu einem komplexeren Denk-

ansatz mit Berücksichtigung von Neuronen in Assoziation mit Gefäÿstrukturen sowie

Astro- und Mikroglia, zusammengefasst als neurovaskuläre Einheit (NVU). Das Ver-

stehen der komplexen neurovaskulären Pathologie im Alzheimer-Ischämie-Kontext

sollte zur Entwicklung neuerer, spezi�scher Behandlungsstrategien führen.

Die vorliegende Studie fokussierte dabei auf cholinerge, Cholinazetyltrans-

ferase (ChAT)-immunpositive, und katecholaminerge, Tyrosinhydroxylase (TH)-

immunpositive, Nervenfasern in Assoziation mit endothelialen Gefäÿstrukturen, um

die NVU im Alzheimer-Gehirn mit begleitendem Schlaganfall zu untersuchen. Ein

Schwerpunkt lag dabei auf der Analyse der ChAT als dem Enzym, dessen Aktivitäts-

verlust in Zusammenhang mit der altersabhängigen Degeneration von cholinergen

Neuronen im basalen Vorderhirn steht. Die Degeneration des cholinergen Systems ist
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nachweislich involviert in die Progression der Alzheimerschen Erkrankung sowie mit-

verantwortlich für einen kognitiven Funktionsverlust, bedingt durch Aβ-Vorkommen

und Tau-Phosphorylierung.

Für die vorliegende Studie wurde in Wildtyp-Mäusen und triple-transgenen (3xTg)

Mäusen verschiedener Altersgruppen (3 und 12 Monate) eine unilaterale fokale ze-

rebrale Ischämie induziert. Die 3xTg-Mäuse vereinigen zwei menschliche Transge-

ne (Amyloid-Präkursorprotein und Tau) und sind homozygot für das Knock-in-

Konstrukt Präsenilin. Zusätzlich wurden drei 2 Jahre alte 3xTg-Mäuse untersucht

um altersabhängige Alzheimer-artige Merkmale nachzuweisen.

Histochemische Analysen dienten zum Vergleich der neuronalen und vaskulären Kom-

ponenten der NVU sowie der Alzheimer-spezi�schen Merkmale. Fluoreszenzmarkie-

rungen bestätigten die Existenz Alzheimer-typischer Charakteristika wie β-Amyloid-

Vorkommen und Phospho-Tau zusammen mit glialen Reaktionen und morphologisch

verändertem Endothel, das mit Solanum tuberosum Lektin (STL, Karto�ellektin)

dargestellt wurde. Neben deutlichen morphologischen Veränderungen der Gefäÿstruk-

turen kam es 24 Stunden nach Ischämie-Induktion zu einem drastischen Rückgang

der Immunreaktivität für TH und ChAT als neuronalen Komponenten der NVU, vor

allem im ischämie-betro�enen Striatum aber auch in ischämiefernen Arealen wie der

ischämischen Grenzzone und dem ipsilateralen Neokortex. Aufgrund von Korrelati-

onsanalysen, die eine gleichsinnige Degeneration des cholinergen Systems und des

Endothels gezeigt haben, kann man von gleichzeitigen Veränderungen multipler Zell-

typen innerhalb der NVU im Ischämie-betro�enen Gehirn mit Alzheimer-Phänotyp

ausgehen. Ausgeprägter erschien der beschriebene E�ekt auf cholinerge Komponenten

jüngerer Mäusen zuzutre�en. Die vorgelegten Ergebnisse unterstreichen das komplexe

Zusammenspiel der verschiedenen Zelltypen innerhalb der NVU im Alzheimer-Gehirn

mit ischämischen Veränderungen, einschlieÿlich der Veränderungen des cholinergen

Systems in Verbindung mit vaskulären Pathologien. Daher sollten neue Behandlungs-

strategien neben bereits etablierten Ansätzen gegen neuronale Degeneration und Tau-

Phosphorylierung auch auf zellulärer Ebene eingreifen, z.B. durch Stabilisierung der

Integrität von endothelialen und glialen Elementen, eingreifen. Derartige Strategien

könnten die Krankheitsentwicklung verzögern und das Krankheitsbild mildern.
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