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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Hirnischamie

Unser Gehirn wiegt nur ca. 1,5 kg (ca. 2 % des Kdrpergewichtes), die Millionen von
Nervenzellen verbrauchen jedoch ein Funftel des eingeatmeten Sauerstoffes, um ihre
Aufgaben wahrzunehmen. Wichtige Funktionen wie die Atmung, Herzrhythmus sowie die
mentalen Funktionen werden vom Gehirn gesteuert. Damit alle Funktionen reibungslos
ablaufen kénnen, muss das Gehirn kontinuierlich mit Blut versorgt werden. Infolge eines
Schlaganfalls (zerebrale Ischdmie) oder eines Herzstillstandes kommt es im Gehirn zu einer
mangelnden Versorgung und die minderversorgten Hirnareale sterben ab. In den
industrialisierten L&ndern ist der Schlaganfall, hinter Herz- und Krebserkrankungen, die
dritthaufigste Todesursache mit einer Mortalitatsrate von 110/100.000 pro Jahr (Heiss, 1997).
Insgesamt erkranken in der Bundesrepublik z.Z. ungeféhr 150.000 Einwohner pro Jahr neu an
einem Schlaganfall (Poeck und Hacke, 1998). Die unginstige Prognose und die damit
verbundene hohe soziobkonomische Bedeutung des Krankheitsbildes sind nicht nur durch die
hohe Mortalitdt, sondern auch durch bleibende Behinderung bedingt. Etwa 30 % aller
Patienten bleiben auf Dauer schwerbehindert und sind auf die Hilfe Dritter angewiesen. Man
nimmt an, dass allein in Deutschland rund 800.000 Menschen an den Folgen eines

Schlaganfalls leiden.

1.1.1 Ursachen und Folgen einer Ischamie

Die hdufigste Ursache (ca. 80 %) einer zerebralen Ischamie sind Durchblutungsstérungen, die
durch Arterienverkalkungen, Thrombosen, Embolien und zerebrale Mikroangiopathien
auftreten konnen. Bei Patienten mit Bluthochdruck kann ein HirngefaR platzen, so dass
Blutungen in das Hirngewebe auftreten und eine zerebrale Ischamie auslost (ca. 12 %). Die
restlichen Félle werden durch eine Einblutung in die Hirnhaute verursacht, wodurch der
entstehende Druck auf die Hirnoberflache erhoht wird und Mangelversorgungen des
Hirngewebes resultieren.

Diese lokal auftretenden Hirninfarkte werden unter dem Begriff der fokalen bzw. regionalen
zerebralen Ischdmie zusammengefasst (Dirnagl und Meisel, 2000). Kommt es jedoch zu einer
totalen Unterbrechung der Hirndurchblutung, wie z.B. bei einem vorlbergehenden
Herzstillstand (Infarkt- oder OP-bedingt), wird von einer globalen zerebralen Ischdmie

1



EINLEITUNG

gesprochen. In beiden Féllen wird die Blutversorgung der Nervenzellen gestort.
Ausschlaggebend fur das Ausmall bzw. Schwere der Ischdmie ist die Dauer der
Unterversorgung der Nervenzellen. Erfolgt eine Unterbrechung der Blutzufuhr Gber einen
geringen Zeitraum (Sekunden bis wenige Minuten), besteht die Mdoglichkeit, dass keine
morphologisch sichtbaren Schédigungen der Neurone auftreten. Man geht davon aus, dass
eine Reduktion des Blutflusses um 80 % (ber einen langeren Zeitraum (Minuten-Stunden) zu
einem unwiederbringlichen Zelluntergang fuhrt, der bei einem globalen Ereignis erst ca. drei
Tage nach der Ischdmie im mikroskopischen Bild erkennbar wird (Pulsinelli et al., 1982;
Kirino, 1982). Dadurch wird deutlich, dass bei der zerebralen Ischamie langfristige
Schédigungskaskaden aktiviert werden, die durch die fehlende oder mangelhafte
Durchblutung angestoBen werden. Abhangig von der betroffenen Hirnregion reagieren die
Neurone unterschiedlich auf den ischamischen Insult, wobei die Ursachen bislang noch nicht
vollstandig aufgeklart sind. Insbesondere die CA1-Neurone (Cornus ammonis) der
hippokampalen Formation reagieren sehr empfindlich auf Sauerstoffmangel und sterben nach
einer globalen zerebralen Ischdmie zeitverzdgert ab (Pulsinelli et al., 1982; Kirino, 1982). Zur
Untersuchung dieser speziellen Pathophysiologie ist das Modell der globalen zerebralen
Ischamie geeignet.

1.1.2 Pathophysiologische Vorgange wahrend einer Ischamie

Nach Eintritt der zerebralen Ischamie kommt es zu pathologischen Abl&ufen, die wenige
Minuten bis mehrere Tage anhalten (Abb. 1). Eingeleitet wird die Schadenssequenz mit der
Phase der Exzitotoxizitat. Dieser folgen zeitlich tberlappend die Phasen der Peri-Infarkt-
Depolarisationen, der Inflammation und der Apoptose (Dirnagl et al., 1999; Hossmann,
2005).

Exzitoxizitat

Peri-Infarkt Depofarisation Inflammation

Apoptose

Minuten Stunden Tage

Abb. 1: Schadenskaskade der pathophysiologischen VVorgange nach zerebraler Ischamie;
adaptiert nach Dirnagl et al., 1999
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Durch den Verschluss eines GefalRes kommt es in dem betroffenen Gebiet zu einer
Mangeldurchblutung und somit zu einer Unterversorgung der Zellen mit Glukose und
Sauerstoff. Innerhalb weniger Minuten bricht die Atmungskette zusammen, die ATP-
Reserven werden erschopft und folglich kommt es zur Einleitung der anaeroben Glykolyse.
Aufgrund der vermehrten Laktat- und Pyruvat-Bildung in Kombination mit dem verminderten
Abtransport der Stoffwechselprodukte erfolgt eine intra- und extrazellulare Azidose
(Hossmann, 1987; Siesjo, 1992b; Kempski, 1994). Auflierdem erfolgt durch den ATP-Mangel
ein Zusammenbruch der lonenhomdostase, wodurch das Membranpotential nicht mehr
aufrecht erhalten werden kann und eine konsekutive Depolarisation der Zelle erfolgt (Katsura
et al.,, 1994). Durch die Depolarisation der Neuronen werden vermehrt exzitatorische
Transmitter, insbesondere Glutamat freigesetzt und kénnen aufgrund des ATP-Mangels nicht
wieder in Neurone und Gliazellen aufgenommen werden (Siesjo, 1992a; Hamann, 1997;
Zivin, 1991). Das Glutamat hduft sich im synaptischen Spalt an und aktiviert die
ligandenabhangigen NMDA-Rezeptoren fiir metabotrope Natrium- und Kalziumkanéle der
umliegenden Neurone. Dies fuhrt zu einem intrazellularen Anstieg von Kalzium und Natrium.
Durch die Entgleisung der sonst fein regulierten intrazellularen Kalzium-Werte kommt es zu
einer unspezifischen Aktivierung verschiedenster Enzymsysteme (Siesjo, 1993; Hamann,
1997), wie Dbeispielsweise der mitochondrialen Dehydrogenasen, Proteinkinasen,
Endonucleasen, Lipidperoxidasen, Proteasen und Phospholipasen, die ihrerseits einen Anstieg
freier Fettsauren, Stickstoffmonoxid (NO) und gefahrlicher Radikale verursachen. Stickoxid
und freie Radikale greifen die Zellmembran und die Mitochondrien an, was zur
Akkumulation dieser Schadstoffe in der Zelle fiihrt und spétere Prozesse wie Inflammation
und Apoptose triggern. Des Weiteren sind die Neurone aufgrund der hohen Konzentration
von Glutamat (beraktiviert, was eine erhohte intrazellulare Akkumulation von Natrium und
Chlorid zur Folge hat. Aufgrund des verringerten Ausstromes von Kalium folgt Wasser passiv
nach und es entwickelt sich ein zytotoxisches Odem und schlieBlich kommt es zur Lyse der
betroffenen Zellen.

Aufgrund des Energiemangels kommt es im nicht mehr durchbluteten Ischamiekern zu
anoxischen Depolarisationen ohne Repolarisation, was ein Absterben der geschadigten
Neurone zur Folge hat. Im Gegensatz dazu kann in Bereichen, in denen der
Energiemetabolismus noch teilweise erhalten ist, speziell in der als Penumbra bezeichneten
Randzone, unter zusatzlichem Energieaufwand die Repolarisation erreicht werden. Dieser
Zustand ist jedoch aufgrund des bestehenden relativen Energiemangels sehr instabil, so dass

weitere Depolarisationen folgen. Diese Peri-Infarkt-Depolarisationen treten oszillierend durch
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EINLEITUNG

steigende Kalium- und Glutamat-Konzentrationen im Extrazellularraum auf und koénnen sich
noch bis zu acht Stunden nach dem ischdmischen Insult wiederholen (Hossmann, 1996). Der
hieraus resultierende Energiemehrbedarf fuhrt zu weiterer Schadigung der Zellen; je ofter
solche Peri-Infarkt-Depolarisationen erfolgen, um so groRer ist der Ischamieschaden des
Infarktgebietes (Mies et al., 1993).

Eine weitere wichtige Phase der ischdmischen Kaskade ist die Inflammation
(Entziindungsreaktion), die durch schadigende Wirkung der Exzitoxizitat, Hypoxie und
verschiedener Radikale induziert wird. Sie tritt bereits wenige Minuten nach dem
ischdmischen Insult ein und hélt mehrere Tage an. Wéhrend der friihen Initialisierungsphase
der Inflammation kommt es zur Aktivierung und Infiltration von Mikroglia, Makrophagen,
Astrozyten sowie Leukozyten in das geschadigte Gewebe. Infolge der erhohten Produktion
einer Vielzahl von Substanzen, wie proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen,
Adhasionsmolekiilen, Sauerstoff-radikalen und Stickstoffoxid, entsteht zeitlich versetzt eine
sekundare Neurodegeneration, wobei Neurone, die den Primarschaden initial tberlebt haben,
abgetotet werden. Obwohl die aktivierten und infiltrierten Immunzellen auch zur
Regeneration des Gewebes beitragen konnten (Streit et al., 1999), kommt es durch einen
inflammatorischen Prozess ebenso zu Schadigungen von neuronalem Gewebe (Schwab und
Bartholdi, 1996).

Im letzten Abschnitt der Schadenskaskade nach transienter Ischdmie erfolgt der genetisch
programmierte Zelltod (Apoptose), der von den betroffenen Hirnzellen aktiv ausgeht (Kerr,
1972) und zeitlich verzogert einsetzt. Hierbei erfolgt der programmierte Zelltod vor allem in
Hirnregionen, in denen die Nervenzellen noch mit Nahrstoffen versorgt werden, so z.B. in der
Penumbra, die unmittelbar an den Ischamiekern grenzt. Die morphologischen Merkmale
dieses aktiven Prozesses sind Veranderungen der Zellmembran (Abschniren von Bléschen,
sog. ,,apoptotic bodies), ein Schrumpfen des Zellkerns, Chromatinkondensation und eine
Fragmentierung der DNA. Im letzten Schritt der Apoptose werden die apoptotischen
Korperchen von den Makrophagen oder umliegendenen Epithelzellen erkannt und

phagozytiert.
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1.1.3 Therapeutische Malinahmen nach einer Ischamie

Grundlegend fiir den Therapieansatz, ist die Ursache des Schlaganfalls zu diagnostizieren und
frihzeitig die entsprechende Therapie zu starten. Durch die Erforschung der ablaufenden
Schadensmechanismen und der Erkenntnis, dass die endgultige Ausdehnung eines Infarktes
durch Rettung von Gewebe in der Penumbra (Peruche und Krieglstein, 1993) wesentlich
verkleinert werden kann, ergeben sich verschiedene therapeutische Ansdtze, auf die,
abgesehen von der Therapie mit neuroprotektiven Substanzen, nicht ndher eingegangen wird.

In Experimenten der Grundlagenforschung haben schon viele Substanzen eine
neuroprotektive Wirkung gezeigt, indem sie im Tierversuch den neuronalen Schaden nach
einer globalen oder fokalen Ischamie verminderten (u.a. Oxyresveratrol, Andrabi et al., 2004;
PNQX, Schielke et al., 1999; Lubeluzol, Haseldonckx et al., 1997; NBQX, Mies et al., 1994;
Cyclosporin A und FK506, Uchino et al., 2002). Im Gegensatz dazu, konnten Substanzen in
den Kklinischen Studien bisher noch keinen Durchbruch erzielen. Ursachen fiur die
kontroversen Ergebnisse in den Tierversuchen und den Kklinischen Studien sind sowohl die
Tatsache, dass man mit den Tiermodellen nur eine grobe Anndherung an die Verhaltnisse im
menschlichen Organismus darstellen kann und dass man in den Tierversuchen hauptsachlich
junge und gesunde Tiere gleichen Geschlechts verwendet. Tierversuche mit jungen und alten
Ratten bestdtigen diese These und zeigen gravierende Unterschiede zwischen den
Altersgruppen nach einer Ischamie (Popa-Wagner et al., 20073, b).

In der Klinik jedoch erleiden meist &ltere Patienten einen Schlaganfall, die hdufig noch an
Begleiterkrankungen leiden. So wird meistens eine der folgenden Krankheiten zusatzlich
diagnostiziert: arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, koronare Herzkrankheiten,
Depressionen oder ein vorheriger Schlaganfall. Eine weitere wichtige Ursache fir die
Unterschiede zwischen Klinik und Tiermodell ist die Hohe der Medikamentendosis bzw. der
Zeitpunkt der Applikation. Wéahrend in den tierexperimentellen Versuchen eine relativ hohe
Dosis zu einem frihen Zeitpunkt nach Ischdmie injiziert wird, ist dies in der Klinik aus
verschiedenen Griinden meist nicht moglich. Zum einen kommen die Patienten erst relativ
spat nach Einsetzen der Schlaganfallsymptomatik in die Klinik, so dass bis zur Diagnose
kostbare Zeit vergeht. Dadurch werden viele im Tierexperiment erfolgreich getestete
Medikamente viel zu spét verabreicht, so dass sie dann oft nicht mehr wirksam sind. Zum
anderen sind die hohen Medikamentendosierungen aufgrund der auftretenden

Nebenwirkungen in der Klinik nicht umsetzbar.
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Des Weiteren bestehen grundlegende Unterschiede hinsichtlich der Bestimmung der
Neuroprotektion. In der Klinik werden die Patienten nach funktionellen Gesichtspunkten
untersucht und anhand dieser Daten das Ausmal} des Schadens diagnostiziert wird. Im
Tierversuch hingegen werden oft nur Aussagen uber das Ausmal des Schadens anhand von
histologischen Untersuchungen getroffen. Die histologischen Aussagen spiegeln aber nicht
unbedingt das reelle Ausmal des funktionellen Schadens wider, wie in der folgenden Arbeit
gezeigt wird, so dass man die neuroprotektiven Befunde aus Tierversuchen auf alleiniger
Basis histologischer Auswertungen ohne funktionelle Beweise etwas kritischer betrachten
sollte.

Wie in den voran gegangenen Kapiteln ausfthrlich erklart, spielen verschiedene Faktoren fir
das Ausmal des Schadens eine entscheidende Rolle. In dem von mir angewandten Modell der
globalen Ischdmie wird gezielt ein Sauerstoffmangel im Gehirn induziert. Dadurch sterben die
perlschnurférmig angeordneten CA1-Neurone der hippokampalen Formation zeitverzbgert ab.
Aufgrund der anatomischen Anordnung der CA1-Neurone ist eine gute Auswertung der
Versuche hinsichtlich des AusmaRes des Schadens bzw. der Protektion mdglich. Die
hippokampale Formation spielt auBerdem eine entscheidende Rolle bei Lern- und
Gedachtnisprozessen. Aufgrund dessen wurden neben den morphologischen Untersuchungen
nach einem Insult auch die elektrophysiologischen Veranderungen untersucht. Da in der
vorliegenden Arbeit das Hauptaugenmerk auf die pathophysiologischen und morphologischen
Anderungen der hippokampalen Formation nach einer globalen zerebralen Ischamie gelegt
wurde, werden weiterfuhrend die grundlegenden Eigenschaften und Funktionen der

hippokampalen Formation beschrieben.

1.2 Die hippokampale Formation

1.2.1 Anatomie der hippokampalen Formation

Der Hippokampus ist eine entwicklungsgeschichtlich sehr alte Struktur, die aus funktioneller
Sicht eine zentrale Schaltstelle des limbischen Systems darstellt. In Anlehnung an die sich in
der Fachliteratur durchsetzende Terminologie steht der Begriff Hippokampus im folgenden
Text fir die Einheit aus den CA1-3 Regionen, Gyrus dentatus und Subikulum.

Das Grundgerust der CA1-CA3 Regionen bilden die Pyramidenzellen, deren Somata im
Stratum pyramidale liegen. Die apikalen Dendriten erstrecken sich bis in das Stratum

moleculare, die basalen Dendriten in das Stratum oriens. Das Stratum oriens liegt
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ventrikelnah und wird vom Cornus inferior durch die weil’e Substanz des Hippokampus, dem
Alveus, getrennt. Kaudal an das Stratum pyramidale gliedern sich das Stratum radiatum und
das Stratum lacunosum-moleculare mit einer Vielzahl von Interneuronen. Eine Besonderheit
stellt die vierschichtige CA3-Region dar, da zwischen Stratum radiatum und Stratum
pyramidale das Stratum lucidum liegt, in welcher die Axone der Kornerzellen des Gyrus
dentatus projizieren (Moosfasern). Im Gegensatz zur CALl-Region, die bei einer
Unterbrechung der Blutversorgung rasch mit Zelluntergang reagiert, gilt die CA3-Region eher
als widerstandsféhig (Ito et al., 1975; Duvernoy, 1988).

Der Gyrus dentatus stellt die Eingangsstation des Hippokampus dar und zeigt einen
dreischichtigen Feinaufbau: die Molekularschicht (Lamina molecularis = Stratum
moleculare), die Kornerschicht (Lamina granularis = Stratum granulare) und die
polymorphzellige Schicht (Lamina plexiformis = Hilus = CA4). Die Kornerschicht ist
zellreich und besteht aus erregende, glutamaterge Kornerzellen (kleine Neuronen), wéhrend
die zwei anderen Schichten vor allem aus Gliazellen und Dendriten bestehen (Hees und
Sinowatz, 2000). Die Kornerzellen sind von GABAergen (y-Amino Butyric Acid)
Interneuronen umgeben. Diese bilden hemmende Synapsen um die Zellkorper der
Kornerzellen und treten im Zellverband oder vereinzelt auf und sind mit speziellen
kalziumbindenden Proteinen (Parvalbumin, Kalbindin oder Kalretinin) kolokalisiert. Die
Dendriten der Kornerzellen reichen in die Molekularschicht (Amaral und Witter, 1995), die
eine wichtige Verbindungsstelle fur Neurone innerhalb und auferhalb des Hippokampus
darstellt. Innerhalb des Bogens der Kodrnerzellschicht befindet sich der Hilus, auch Lamina
multiformis genannt. Er enthalt v.a. die Axone der Kornerzellen, die sogenannten Moosfasern
sowie einige Interneurone (Schalt- und Assoziationszellen). Diese sind dhnlich wie die
Korbzellen mit ihren Dendriten in der 1. und 3. Schicht verschaltet, projizieren mit den
Axonen jedoch in das Stratum moleculare von anderen Abschnitten des Gyrus dentatus der
gleichen Hirnhemisphare (assoziativ) oder kontralateral in die gegenuberliegende Hemisphére
(kommissural).

Das Subikulum ist das Ubergangsfeld vom dreischichtigen, archikortikalen Hippokampus
zum sechsschichtigen Neocortex. Es liegt zwischen der CAl-Region und dem enthorinalen

Kortex.
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1.2.2 Afferente und efferente Verbindungswege in der hippokampalen Formation

Wie auch der Isokortex, besitzt der Hippokampus als Allokortex zahlreiche assoziative,
kommissurale sowie efferente und afferente extrinsische Projektionen (Abb. 2). Um seiner
Funktionalitat gerecht zu werden, miissen die jeweils wichtigsten Verschaltungen allerdings
subarealspezifisch betrachtet werden.

So weist der Hippokampus umfangreiche Verbindungen zu Teilen des Neokortex,
insbesondere zu den Assoziativkortizes, auf. Afferente Signale der Sinnesorgane erreichen
zuerst subkortikale und periphere sensorische Kortexregionen und gelangen von dort tber die
Assoziationskortizes in den enthorinalen Kortex und weiter iber der Tractus perforans in den
Gyrus dentatus. Innerhalb des Hippokampus verlauft der Hauptinformationsfluss unilateral
durch einen trisynaptischen Schaltkreis. Die Kodrnerzellen projizieren ihre Axone Uber die
Moosfasern (MF) in das Stratum lucidum der CA3-Region (1.Synapse). Die Axone der CA3-
Region (Schaffer-Kollaterale, SK) bilden mit den Pyramidenzellen der CALl-Region
Verknipfungen (2.Synapse), von der die efferenten Signale vom Stratum oriens zum
Subikulum flieen (3.Synapse). Das Subikulum ,,schlieft den Kreis mit Efferenzen zum
enthorinalen Kortex und weiter in neokortikale Areale (Amaral, 1993; Freund und Buszéki,
1996). Im Hippokampus existieren noch weitere afferente und efferente Verschaltungen, die
aber in dieser Arbeit nicht naher erl&utert werden.

Das Besondere an dem tri-synaptischen Schaltkreis ist die ausgepragte Plastizitat der
exzitatorischen Synapsen. Sie zeigen die starkste Ubernahmefihigkeit auf adaquate Reize mit
einer so genannten Langzeitpotenzierung (engl.: long-term potentiation, LTP) zu reagieren,
die als ein zellulares Korrelat fiir Lernen und Gedachtnis (siehe als Reviews: Squire et al.,
1993; Eichenbaum, 2001) angesehen wird.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der afferenten und efferenten Verbindungswege (links) und eine
Sdurefuchsin-Toluidinblau-Farbung (rechts) des Hippokampus

Cornus ammonis Regionen 1-3 (CA1-3), Gyrus dentatus (GD), Fissura hippocampalis (Fiss.hippoc.),
Moosfasern (MF), Stratum granulosum (Str. gr.), Stratum lacunosum moleculare (Str.lac./mol.),
Schaffer-Kollaterale (SK). Schematische Darstellung links modifiziert von http://www.uni-
leipzig.de/~vetana/Hippocampus/hippocampus.html

1.3 Physiologie und Pathophysiologie hippokampaler Neurone

1.3.1 Langzeitpotenzierung

In den 70er Jahren wurde erstmals eine kurze repetitive Stimulation afferenter Fasern des
Tractus perforans im Hippokampus von Séugetieren durchgefiihrt, welche zu einer lang
anhaltenden Verstarkung der synaptischen Ubertragung auf die nachgeschalteten
Kornerzellen fihrte (Bliss und Lemo, 1973). Dieses priméare Modell zur Erklarung der
synaptischen Plastizitdt wurde als LTP bezeichnet. Die LTP stellt ein zellulares Korrelat fur
einen Hebb’schen Neuronenverbund dar und wurde zu einem etablierten Modell fir die
Erforschung der synaptischen Plastizitdt (Bliss und Collingridge, 1993). Wie von Hebb
postuliert, wird LTP durch koinzidente pré- und postsynaptische Aktivitat induziert.

Aufgrund Klinischer Befunde ging man von einer zentralen Rolle des Hippokampus fur die
Gedachtniskonsolidierung aus, also die Uberfihrung von Gedachtnisinhalten aus dem
Kurzzeit- in das Langzeitgedachtnis. Im Hippokampus flieRen verschiedene sensorische
Systeme zusammen, die verarbeitet und von dort zum Kortex zuriickgesandt werden.

In Hinblick auf synaptische Plastizitat wurde der Hippokampus des Séugergehirns so intensiv
wie keine andere Gehirnstruktur untersucht (Bliss und Lynch, 1988; Amaral und Witter,
1989). Pradestiniert fur die Erforschung von molekularen Lernprozessen sind die Schaffer-
Kollateralen, die WVerbindung zwischen der CA3- und CAl1-Region, die an der

Langzeitpotenzierung beteiligt sind. Die posttetanische Langzeitpotenzierung stellt eine
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stabile und relativ langanhaltende postsynaptische Steigerung synaptischen Antwortverhaltens
nach tetanischer Stimulation afferenter prasynaptischer Fasern dar. Die Intensitat und Dauer
der ausgelosten Langzeitpotenzierung hangt dabei sowohl von der Intensitdt und Dauer der
Einzelimpulse des tetanischen Reizes, als auch von seiner Frequenz ab.

Anlehnend an die Publikation von Reymann und Frey (2007) kann man die LTP in vier
verschiedene Phasen unterteilen:

1. Eine Proteinkinase C (PKC)-unabhangige, Ca”**/Calmodulin Proteinkinase 1l
(CaMKII)-abhangige Initialphase, die sogenannte Kurzzeit-Potenzierung (STP) mit
einer Dauer von ca. 1-2 Stunden, der eine sehr Kkurzzeitige posttetanische
Potenzierung (PTP) mit einer Dauer von wenigen Sekunden bis Minuten vorausgeht;

2. Eine zweite PKC-abhangige Phase, genannt LTP1, mit einer Dauer von bis zu 6
Stunden; Proteinsynthese-unabhangig
eine Proteinsynthese-abhéngige Phase (LTP2);

4. Regelung der Genexpression, Proteinsynthese-abhéngige Phase; LTP3, mit einer
Dauer von tber 10 Stunden

Die ersten beiden Proteinsynthese-unabhdngigen Phasen werden als ,,early-LTP* bezeichnet
und die beiden nachfolgenden Proteinsynthese-abhiangigen Phasen als ,,late-LTP*.

Die zelluldren Vorgénge in den einzelnen Phasen sind bis zum heutigen Tage nicht
vollstdndig aufgeklart. Erwiesen ist, dass in der Initialisierungsphase, infolge der Stimulation,
eine préasynaptisch vermittelte Depolarisierung der postsynaptischen Zelle eintritt. Dabei
bindet das vom prasynaptischen Neuron ausgeschittete Glutamat an postsynaptisch
lokalisierte Rezeptoren, wie die NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- und AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methylisoxazole-4-propioninsaure)-Rezeptoren. ~ An  der  postsynaptischen
Membran werden die AMPA-Rezeptoren getffnet, die NMDA-Rezeptoren bleiben jedoch
weitgehend verschlossen. Bei wiederholter synaptischer Aktivierung und somit starker
postsynaptischer Depolarisation werden auch NMDA-Kanéle gedffnet, da die Depolarisation
die blockierenden Mg®*-lonen aus den NMDA-Kanélen entfernt. Uber den NMDA-Rezeptor
kénnen vermehrt Ca**-lonen in die Zellen einstrémen und die fir die Langzeitpotenzierung
notwendigen intrazellularen Signalkaskaden aktivieren. Der komplexe NMDA-Rezeptor-
lonenkanal stellt damit einen Koinzidenzdetektor dar, der nur aktiviert ist, wenn zwei
Ereignisse in enger zeitlicher und réumlicher Kumulation auftreten, namlich die
Depolarisierung der Membran und die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch Glutamat
(Bliss und Collingridge, 1993; Herron et al., 1986). Durch den Ca**-loneneinstrom wird die

Potenzierung des exzitatorischen postsynaptischen Potentials herbeigefiihrt (Dunwiddie und
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Lynch, 1978; Feasey et al., 1986) und ist somit die Grundvoraussetzung fur die Induktion der
LTP (Lynch et al., 1983; Malenka et al., 1992). So fuhren die erhdhten Kalzium-Pegel
beispielsweise zur Autophosphorylierung und damit konstitutiven Aktivierung der CaMKII,
zur Phosphorylierung der Proteinkinase A (PKA) durch cAMP und zur Aktivierung der PKC
(Reymann et al., 1988; Malenka et al., 1989; Malinow et al., 1989; Frey et al., 1993; Huang et
al., 1994; Abel et al., 1997).

Dies wiederum fuhrt zu einer potenzierten Antwort bei erneuter Transmitterausschittung. Die
Aufrechterhaltung der LTP erfolgt Gber Stunden bis Wochen und zeichnet sich durch zwei
distinkte Charakteristika aus. Erstens benétigt sie die Synthese neuer mRNAs und Proteine,
zweitens geht ihre Ausbildung mit der morphologischen Verdnderung der aktivierten
Synapsen einher (Krug et al., 1984; Goelet et al., 1986; Frey et al., 1988, 1996, Lynch et al.,
2007). Es existieren also neben der zeitlichen Komponente grundlegende Parallelen zwischen
dem zelluldren Modell der LTP und der Ausbildung des Langzeitgeddchtnisses, denn das
langfristige Speichern von Informationen ist ebenfalls von der Transkription und Translation
aktivierter Gene abhangig und zieht Strukturverdnderungen nach sich.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es sich bei der LTP um einen komplizierten,
multifaktoriellen Prozess handelt, bei dem zahlreiche pra- und postsynaptische Mechanismen

zusammenwirken.

1.3.2 Elektrophysiologische Messungen in vivo nach globaler Ischdmie

Trotz langjahriger experimenteller Untersuchungen ist die Pathogenese der Hirnschadigung
nach globaler Ischdmie weitestgehend unverstanden. Insbesondere die unterschiedliche
Vulnerabilitat einzelner Hirnregionen bedarf einer weiteren experimentellen Klarung (z.B.
Dirnagl et al., 1993; Hata et al., 2000; Henrich-Noack et al., 2001; Krieglstein, 2002; Tang et
al., 2002). Die Diskrepanz zwischen den experimentellen Ergebnissen und den klinischen
Befunden resultieren zum Teil aus dem ausschliel3lichen Vertrauen auf histologische Daten
als Parameter einer Protektion oder Regeneration. In der Klinik ist aber nach einem Ischamie-
induzierten Ausfall die funktionelle und nicht die histologische Riickgewinnung von
entscheidender Bedeutung. Verschiedene Verhaltensstudien beweisen, dass eine histologische
Verbesserung nicht immer mit einer funktionellen Rickgewinnung korrelieren muss (Hunter
et al., 1998; DeVries et al., 2001). Deshalb wurden in dieser Studie sowohl die histologischen
Verdnderungen als auch die elektrophysiologischen Parameter potenziell geschadigter

Neurone nach einer zerebralen Ischdmie untersucht. Bisher wurden elektrophysiologische
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Charakterisierungen des neuronalen Schadens hauptsachlich in vitro oder ex vivo
durchgefuhrt (Hori und Carpenter, 1994; Jensen et al., 1991; Mittmann und Eysel, 2001,
Neumann-Haefelin und Witte, 2000; Opitz et al., 1995; Sabelhaus et al., 2000; Shinno et al.,
1997; Urban et al., 1989). Fur die Untersuchung der Pathophysiologie der Ischdmie sind
jedoch in vivo-Daten unverzichtbar, da in einigen Fallen die unnatirlichen in vitro-
Bedingungen einen signifikanten Einfluss auf die pathophysiologischen Vorgange haben
konnen. So werden z.B. Temperatur und lonen-Milieu konstant gehalten und andererseits
neurothrophe Faktoren aus der Versuchskammer ausgewaschen (Richerson und Messer, 1995;
Danzer et al., 2004; Whittingham et al., 1984).

Fir die Entwicklung neuer regenerativer Strategien ist es von groRem Interesse zu erforschen,
ob der Gyrus dentatus nach einer Ischdmie noch funktionell intakt ist. In den letzten Jahren
wurden Beweise gefunden, die belegen, dass der Gyrus dentatus, neben der
Subventrikularzone des lateralen Ventrikels eine wichtige Rolle in der adulten Neurogenese
spielt (Palmer et al., 1997; Sharp et al., 2002). Deshalb haben wir in dieser Arbeit die
histologische mit der elektrophysiologischen Charakterisierung von Kornerzellen des Gyrus

dentatus in einem Modell der globalen Ischdmie kombiniert.

1.3.3 Diskussion des verwendeten Modells

Das verwendete Ischdmiemodell simuliert den Schaden im Gehirn des Menschen nach einem
Kreislaufzusammenbruch (z.B. nach einem Herzinfarkt). Dadurch wird der Blutfluss zum
Gehirn unterbrochen, die Nervenzellen unterversorgt und die vulnerablen CAl-Zellen des
Hippokampus werden schon nach kurzer Zeit irreversibel geschéadigt. Aufgrund seiner gut
untersuchten, charakteristischen Neuroanatomie ist der Hippokampus ein pradestiniertes
Hirnareal zur Untersuchung von Organisation und Funktion neuronaler Verschaltungen
mittels elektrophysiologische Messungen, wie sie in dieser Arbeit nach einer globalen
zerebralen Ischdmie durchgefiihrt wurden. Fir die Durchfiihrung der globalen Ischamie an der
Ratte standen zwei Standardmodelle zur Verfugung:

1. 4-Gefélle-Verschluss (Okklusion) mit Elektrokauterisation der vertebralen Arterien

(4VvO)

2. 2-Geféle-Verschluss mit gleichzeitiger Reduktion des Blutdruckes (2VO)
In dem Modell der 4VO werden mittels einer hohen Stromstarke die beiden vertebralen
Arterien elektrokauterisiert. Dabei besteht die Gefahr, dass die Strompulse zu anhaltenden

Verénderungen des physiologischen Zustandes der Neurone fuhren und damit die post-
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ischdmische Pathophysiologie verdndern und zudem die elektrophysiologischen
Messergebnisse  beeinflussen koénnten. Um diese mdglichen Veranderungen und
unbeabsichtigten Effekte auszuschlieRen, wurde das Modell der 2VO mit gleichzeitiger
Reduktion des Blutdruckes verwendet. Aullerdem kann die Narkose der Tiere einen
signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen und LTP
haben (Riedel et al., 1994). Um diese Quelle der Artefaktmessungen auszuschlief3en, wurden
alle elektrophysiologischen Messungen an der frei beweglichen Ratte ohne Narkose

durchgefunhrt.

1.4 Neurogenese und Gliazellen im adulten Zentralnervensystem und nach

zerebraler Ischamie

1.4.1 Adulte Neurogenese im Gyrus dentatus und an der Subventrikularzone

Als Neurogenese wird die Bildung von Nervenzellen aus bestimmten Stamm- oder
Vorléauferzellen bezeichnet. In den 60er Jahren wurde mittels der Verwendung von [3H]-
Thymidin Autoradiographien gezeigt, dass es Zellneubildungen in unterschiedlichen
Regionen des adulten Rattengehirns gibt (Altman, 1962, 1963, 1969; Altman und Das, 1965,
1966). Zum heutigen Zeitpunkt sind nur zwei Regionen im adulten Gehirn von Sdugern
bekannt, in denen ,adulte Neurogenese“, d.h. die Bildung einer groReren Zahl neuer
Nervenzellen in vivo aus Stammzellen, wéahrend der gesamten Lebensspanne stattfindet. Dies
sind zum einen der Gyrus dentatus des Hippokampus und zum anderen die subventrikulare
Zone (SVZ) des lateralen Seitenventrikels mit dem rostralen migratorischen Strom (RMS)
und dem Bulbus olfactorius (BO) (Abb. 3).

AbDb. 3.: Langsschnitt durch ein adultes Rattengehirn
Zonen der Neurogenese sind farbig markiert. Bulbus
olfactorius (BO), Gyrus dentatus (GD), rostraler
migratorischer Strom (RMS), subventrikuldre Zone
(SVZ) (adaptiert nach Kuhn und Svendsen, 1999)

Uber die Neurogense im Hippokampus existieren verschiedene Modellvorstellungen
(Alvarez-Buylla und Lim, 2004; Gage et al., 2000; Kempermann et al., 2004; Encinas et al.,
2006). Die Charakterisierung der Zellen und die "Feinabstimmung" im Expressionsmuster der

Zellen sind immer noch nicht abgeschlossen und werden sténdig erweitert.
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Abb. 4: Modell der Neurogenese im Gyrus dentatus des erwachsenen Hippokampus

1. und 2. Proliferation der neuralen Stammzelle und der Progenitorzellen; 3. Migration;
4. Differenzierung und Integration; neurale Stammzelle (braun); Progenitorzelle (rot);
adaptiert nach Gage, 2000 und Kempermann et al., 2004.

In Abb. 4 sind zwei einfache Modelle der Neurogenese von Gage (2000) und Kempermann et
al. (2004) modifiziert und integriert dargestellt. Ubereinstimmend in allen Modellen ist die
Tatsache, dass sich Zellen (neurale Stammzellen) in der subgranuléren Zone (SGZ) des Gyrus
dentatus asymmetrisch (Zellteilung, bei der ungleiche Tochterzellen entstehen) teilen, die
dann durch den Proliferationsmarker BrdU visualisiert werden kénnen (Schritt 1 und 2 in
Abb. 4 oben). Die dabei entstehenden Progenitorzellen teilen sich dann symmetrisch
(Zellteilung, bei der gleiche Tochterzellen entstehen) und ca. die H&lfte migriert in den darauf
folgenden 4 Wochen in die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus (Schritt 3 in Abb. 4 oben).
Diese differenzieren zu Neuronen, exprimieren die entsprechenden phénotypischen Proteine,
senden Zellfortsatze aus, bilden Synapsen und bauen elektrophysiologische Eigenschaften
auf. Durch die Verbindungen mit dem enthorinalen Kortex und der CA3-Region (Schritt 4 in
Abb. 4 oben) erfolgt letztendlich die Integration als funktionelle Nervenzellen in neuronale
Schaltkreise (Schmidt-Hieber et al., 2004; van Praag et al., 2002; Jessberger und
Kempermann, 2003).

Im unteren Teil der Abb. 4 werden die einzelnen Neurogenese-Abschnitte (Kempermann et
al., 2004) hinsichtlich der Expression von verschiedenen Markern dargestellt, die Uber den
Reifungsgrad der Progenitoren und Neurone Aufschluss geben soll. Hierbei wird im ersten

Schritt von einer Nestin- und GFAP- (engl.: glial filament acidic protein) exprimierenden
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Radialgliazelle ausgegangen, die als Stammzelle (Typ-1) bezeichnet wird. Diese weist neben
morphologischen auch elektrophysiologische Eigenschaften von Astrozyten auf (Filippov et
al., 2003; Fukuda et al., 2003). Uber die Identitit der endogenen neuronalen Stammzelle
kursieren derzeit noch Diskussionen, wobei man immer wieder von der Existenz einer
heterogenen Population von Vorlauferzellen ausgeht (Doetsch et al., 1997, 1999; Seri et al.,
2001; Doetsch, 2003; Filippov et al., 2003; Kempermann et al., 2004).

Die gebildeten Progenitorzellen werden in zwei Subtypen Typ-2a und Typ-2b (Kronenberg et
al., 2003) unterteilt, wobei beide Subtypen Nestin-positiv und GFAP-negativ sind, aber nur
der Typ-2b den neuronalen Marker Doublecortin (DCX) exprimiert. Diese Zellen haben ein
groles rundes oder ovales Soma mit kleinen somatischen Auslaufern, die tangential
ausgerichtet sind und zeichnen sich durch eine hohe Teilungsrate aus (Fukuda et al., 2003;
Kronenberg et al., 2003). Einige dieser Typ-2 Zellen exprimieren bereits die friihen
neuronalen Marker PSA-NCAM und Prox1 und zeigen Na'-Strome, was auf eine frithe
neuronale Festlegung (Kempermann et al., 2003) bzw. Differenzierung (Filippov et al., 2003)
hinweist.

Die nachfolgenden Typ-3 Zellen scheinen eine morphologische Verdanderung in Richtung
unreife Neurone zu durchlaufen (Brandt et al., 2003). Sie haben einen runden Nukleolus und
sind, obwohl sie noch teilungsfahig sind, Nestin-negativ (Filippov et al., 2003; Kronenberg et
al., 2003). Alle Zellen exprimieren die frihen neuronalen Marker DCX und PSA-NCAM, was
auf eine Aktivitat als Vorldauferzellen in der adulten hippokampalen Neurogenese hindeutet
(Seki, 2002).

Im darauffolgenden Abschnitt der Neurogenese erfolgt ein Wechsel vom mitotischen zum
postmitotischen Stadium. Die dabei entstehenden unreifen Kornerzellen exprimieren
weiterhin DCX, aber auch das Ca**-bindende Protein Calretinin und den neuronalen Marker
NeuN. Wahrscheinlich senden die unreifen Kérnerzellen zu diesem Zeitpunkt ihre Axone aus,
um neue Kontakte zur CA3-Region zu knipfen und wandern in Richtung SGZ des Gyrus
dentatus (Hastings und Gould, 1999; Markakis und Gage, 1999), wobei Lernvorgange und
eine reizreiche Umgebung (enriched environment) die Integration stimulieren (Bruel-
Jungerman et al., 2006; Young et al., 1999; Gould et al., 1999b; Kempermann et al., 1997b).
Entsteht keine synaptische Verbindung erfolgt eine aktive Eliminierung der unreifen Neurone
durch Apoptose (Biebl et al., 2000; Sun et al., 2004).

Zwei bis drei Wochen nach Beginn des postmitotischen Stadiums und der Expression von
Calretinin, kommt es zu einer Verdnderung der Expression von Calretinin zu Calbindin.

Calbindin wird in allen reifen Kornerzellen des Gyrus dentatus exprimiert, stellt jedoch
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keinen eindeutigen Beweis fur die vollstdndige Reifung der Neurone dar. Ungefahr 4-7
Wochen bendtigen die neuen Zellen, um sich nicht mehr von den alteren Kornerzellen
unterscheiden zu lassen (Jessberger und Kempermann, 2003; van Praag et al., 2002). Die
neuen Neurone nehmen im hippokampalen Kreislauf einen Platz ein und knipfen
Verbindungen zum lokalen Netzwerk der Interneurone.

Die zweite wichtige Hirnregion, in der adulte Neurogenese nachgewiesen wurde, ist die SVZ
mit dem RMS und dem BO (Kaplan und Hinds, 1977; Alvarez-Buylla und Nottebohm, 1988;
Lois und Alvarez-Buylla, 1993). In diesem System kommt es zur rdumlichen Trennung von
Proliferation, Migration und Differenzierung der neuen Nervenzellen.

Neben den beiden gut untersuchten neurogenen Zonen, geben einige Arbeiten auch Hinweise
auf eine mdgliche Neurogenese z.B. im Kortex, Neokortex und Amygdala (Gould et al.,
1999a, Gould, 1999; Gu et al., 2000; Magavi et al., 2000; Bernier et al., 2002). Die Beweise
fur den Ursprung dieser Zellen sind jedoch immer noch umstritten und bedurfen weiterer

Forschung.

1.4.2 Regulation adulter Neurogenese

In den letzten Jahren wurden zahlreiche experimentelle Modelle in vivo zur Untersuchung der
Regulation adulter Neurogenese durchgefihrt. Wichtigen Einfluss auf die Modulation der
Neurogenese haben physiologische, pathophysiologische und pharmakologisch induzierte
Regulationsprozesse. Die endogenen und exogenen Faktoren koénnen die basale
Proliferationsaktivitat bzw. Neurogenese steigern oder senken (Kempermann, 1997a, b; 1998;
van Praag, 1999a, b; Seki und Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Kempermann und Gage 1999;
Cameron und McKay, 1999; Galea und McEwens, 1999). So konnte z.B. eine Steigerung der
Neurogenese im Hippokampus sowohl durch eine reizreiche Umgebung (Rosenzweig et al.,
1962; Rosenzweig und Bennett, 1996; Rosenzweig, 2003) als auch durch physische Aktivitat
in Form von Laufradtraining (Brown et al., 2003b) erzielt werden. Dabei ist es sehr
verwunderlich, dass der Hippokampus, der vornehmlich kognitive Funktionen ausiibt, eine
Steigerung der Neurogenese durch motorische Aktivitat in Form von Lauftraining erzielen
kann. Aber auch intraventrikuldre Infusionen von Wachstumsfaktoren zeigten eine grolie
Wirkung beztglich des Proliferations- und Differenzierungsverhaltens (Craig, 1996; Kuhn,
1997). So fordert z.B. der Wachstumsfaktor FGF-2 (engl.: fibroblast growth factor-2)
Proliferation, Uberleben und neuronale Differenzierung im System SVZ/RMS/BO, jedoch
nicht im Hippokampus (Kuhn, 1997). BDNF (brain derived neurotrophic factor) bzw. IGF-1
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(engl.: insulin-like growth factor-1) dagegen erhdhen die Anzahl neugebildeter Neuronen im
BO bzw. Gyrus dentatus (Zigova et al., 1998; Aberg et al., 2000).

Wie auch in dieser Arbeit werden sehr h&ufig die verschiedensten Untersuchungen zur
Klarung der regulierenden Einflisse der Neurogenese unter pathophysiologischen
Bedingungen mit Hilfe von Ischdmiemodellen in vivo untersucht (Sharp et al., 2002; Liu et
al., 1998; Takagi et al., 1999; Kee et al., 2001; Jin et al., 2001; Yoshimura et al., 2001; Kawai
et al., 2004; Schmidt und Reymann, 2002; Kluska et al., 2005). Neben der zerebralen
Ischdamie konnen epileptische Anfélle (Parent et al., 1997), mechanische Verletzungen des
Gyrus dentatus (Gould und Tanapat, 1997) durch Ketamin induzierte Schizophrenie (Keilhoff
et al., 2004) oder olfaktorische Bulbektomien (Kirschenbaum et al., 1999) initiiert werden und
eine Erhéhung der Zellproliferation und Neurogenese in der SGZ und/oder SVZ erzielen.
Desweiteren wurden in experimentellen Schlaganfallmodellen physiologische und
pharmakologische Komponenten integriert. So wurden z.B. die Wachstumsfaktoren
EGF/bFGF (engl.: epidermal growth factor; basic fibroblast growth factor) intraventrikular
nach fokaler Ischamie injiziert. Damit erhoffte man sich eine héhere Uberlebensrate der
neugebildeten Neurone und deren bessere Integration in das Schadensgebiet. Dabei wurde
eine Erhéhung der Proliferation und Neurogenese in der ipsilateralen SVZ, aber eine
Verringerung im Gyrus dentatus erzielt (Baldauf und Reymann, 2005). Im Modell der
globalen Ischdmie, das hauptséchlich einen Schaden der CALl-Neurone verursacht (Petito et
al., 1987; Pulsinelli et al., 1982; Kirino, 1982; Smith et al., 1984), wurden nach
intraventrikularer Injektion derselben Wachstumsfaktoren eine Erhéhung der Proliferation
und Neurogenese und vor allem 4 Wochen nach Insult neue Neurone im CAl-Band
nachgewiesen (Nakatomi et al., 2002).

Deshalb nimmt man an, dass wahrscheinlich abhéngig von der Lokalisation des Insultes die
jeweils anatomisch néher gelegene neurogene Zone (Gyrus dentatus bzw. SVZ) stérker
stimuliert wird und durch die exogenen Wachstumsfaktoren die neuen Neurone langer
uberleben und die Neurogenese zusatzlich gesteigert wird. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind

noch weitaus mehr Faktoren beteiligt, als man bisher kennt.
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1.4.3 Gliazellen im adulten ZNS

Neben den neuronalen Stammzellen besitzen auch andere Zelltypen des Gehirnes die
Mdoglichkeit der Mitose — Gliazellen. Deren Proliferationspotential Ubersteigt das der
neuronalen Stammzellen um ein Vielfaches und sollte vor allem bei der Untersuchung von
Proliferation in einem Léasionsmodell nicht vernachlassigt werden.

Im ZNS des Menschen gibt es etwa 10-50mal mehr Gliazellen als Neurone, die aufgrund ihrer
geringeren GrofRe nur ca. 50 % des gesamten Hirnes beanspruchen. Trotzdem wurden
Gliazellen bis vor einigen Jahren in ihrer Funktion unterschétzt und man ging davon aus, dass
Gliazellen nicht an der Signalubertragung beteiligt sind und nur Hilfsfunktionen fur die
Neurone ubernehmen (Golgi, 1885; Lugaro, 1907; Ramon y Cajal, 1913a, b). Heute weil}
man, dass Gliazellen nicht nur die Aufgabe des Bindegewebes erfiillen. Sie sind an der
mechanischen Stabilisierung von Neuronen sowie am Auf- und Abbau neuronal wichtiger
Verbindungen beteiligt. Aullerdem verfiigen Gliazellen nicht nur Gber ein reichhaltiges
Repertoire an Rezeptoren (Bevan, 1990; Barres, 1991; Verkhratsky und Kettenmann, 1996),
sondern detektieren auch neuronale Aktivitat (Kriegler und Chiu, 1993; Clark und Barbour,
1997). Dadurch wird eine Beteiligung an der synaptischen Erregungsibertragung und dem
Stoffaustausch denkbar. Des Weiteren sind sie an der Bildung der Markscheiden und an der
elektrischen Isolierung beteiligt. Wahrend der Entwicklung bilden sie vielfach Leitstrukturen
fir auswachsende Neurone. Zudem sind Gliazellen an Degenerations- und
Regenerationsvorgangen von Nervenzellen des ZNS beteiligt (Leonhardt et al., 1985). Zu den
Gliazellen des ZNS werden die Makroglia mit den Astrozyten und Oligodendrozyten, die
Mikroglia, die Ependymzellen und die Plexusepithelzellen (Epithel der Plexus choroidei)
gezahlt.

Da in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich die Proliferation, morphologische Verdnderung
und Verteilung der Astrozyten und Mikroglia nach zerebraler Ischamie untersucht wurden,

wird in der weiterfuhrenden Einleitung nur auf diese beiden Gliazellarten eingegangen.
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Astrozyten

Ontogenetisch stammen Astrozyten vom Neuroektoderm ab. Sie bilden eine Gruppe
morphologisch sehr heterogener Zellen zu denen die protoplasmatischen, die fibrillaren
Astrozyten sowie die radidren Gliazellen gehéren. Molekular kénnen sie durch den Nachweis
verschiedener Markerproteine wie GFAP, S100 oder Vimentin identifiziert werden.
Allerdings treten nicht immer alle drei Marker gleichzeitig auf. So gibt es auch Astrozyten,
die kein GFAP exprimieren.

Astrozyten bilden weitverzweigte Ausldufer, die einerseits an Blutgefédlle grenzen und
andererseits neuronale Strukturen bertihren. Durch die Ausldufer werden Neurone mit
Né&hrstoffen aus den Hirnkapillaren versorgt und neuronale Abfallstoffe zu den Kapillaren
abtransportiert. Eine weitere wichtige Funktion der Astrozyten ist die Aufnahme und der
Abbau uberschussiger Neurotransmitter (Glutamat) aus dem synaptischen Spalt nach dem
Ende der neuronalen Erregung. Damit die Astrozyten jedoch Informationen aus ihrer
Umgebung wahrnehmen bzw. verarbeiten kdnnen und ihre vielfaltigen Versorgungsaufgaben
ausfihren konnen, bendtigen die Zellen zahlreiche Rezeptormolekiile (z.B. Glutamat-,
AMPA/Kainat-, NMDA-, GABA-, Rezeptoren) auf ihrer Zelloberflache. So entsteht ein
lokales Netzwerk von Neuronen und Astrozyten.

Wiéhrend der Entwicklung des ZNS sind nur manche Vorlduferzellen in der Lage, Neurone zu
bilden; andere bilden hingegen nur Gliazellen. Hierbei spielen die radialen Gliazellen eine
wichtige Rolle: sie exprimieren den Astrozytenmarker GFAP und besitzen lange radiale
Fortsatze, die durch die gesamte Wand des Neuralrohrs bis zum Kortex reichen. Neurone
nutzen diese Fortsdtze, um zu ihrem Bestimmungsort zu gelangen. Mittlerweile werden
radiale Gliazellen als multipotente Vorlduferzellen angesehen, die sowohl die Fahigkeit der
Neuronen- und Glianeubildung besitzen (G6tz und Barde, 2005) und kodnnen als priméare
Vorlduferzellen der adulten Neurogenese angesehen werden. Literaturdaten zeigen, dass
bereits wenige Tage nach der BrdU-Markierung 60-80 % der markierten Zellen als
Astrozyten identifiziert werden konnten (Seri et al., 2001, 2004; Palmer et al., 2000).
Aullerdem konnte in verschiedenen Modellen eine Re-Expression von Nestin in reaktiven
Astrozyten nachgewiesen werden (Clarke et al., 1994; Duggal et al., 1997; Li und Chopp,
1999; Abdel-Rahman et al., 2004), wobei Nestin als ein Marker fir pluripotente neuronale
Stammzellen wéhrend der Embryogenese des ZNS fungiert (Lendahl et al., 1990). In der
vorliegenden Arbeit wird die Expression von Nestin in Astrozyten nach einer globalen

Ischdmie untersucht und Hypothesen Gber die mdglichen Herkunftsorte aufgestellt.
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Mikroglia

Mikrogliazellen sind klein; ihr Zellkérper ist schmal und dicht, der Zellkern langgestreckt und
dunkel gefarbt — dadurch unterscheidet er sich deutlich von den runden Zellkernen der
anderen Gliazellen. Mikrogliazellen nehmen einen Anteil von 10-20 % der gesamten
Gliazellpopulation im ZNS ein (Kreutzberg, 1996) und besitzen von allen reifen
parenchymatischen Zellen im ZNS das groRte mitotische Potential. Dadurch sind zu einer
Selbsterneuerung fahig, die im normalen ZNS in einer geringen Rate stattfindet.

Die Mikroglia entwickelt sich aus der monozytdren Zelllinie des blutbildenden Systems
woraus eine enge funktionelle Ahnlichkeit mit den Monozyten resultiert (z.B. Expression
gemeinsamer Oberflachenantigene wie CD11). Anders als Oligodendrozyten und Astrozyten,
die mit Neuronen einer gemeinsamen Linie des Neuroektoderms entspringen, stammen
Mikrogliazellen aus dem mesenchymalen Keimblatt ab (del Rio Hortega, 1919). Die
Mikroglia hat zahlreiche verzweigte, mit Dornen besetzte Fortsatze, die wie ein Sensor die
Mikroumgebung nach biochemischen oder bioelektrischen Verénderung abtasten. Sie stellen
somit das eigentliche zellulare Abwehrsystem gegen eindringende Mikroorganismen wie
Viren, Bakterien oder anderen dem ZNS fremden Zellen dar (immunkompetente Zellen).

Im adulten ZNS existieren mindestens drei verschiedene Stadien von Mikrogliazellen: 1.
ruhende und verzweigte Mikroglia, die im normalen, nicht pathologischen ZNS vorkommen;
2. aktivierte und reaktive Mikroglia, die im pathologischen Zustand vorkommen, aber nicht
phagozytieren; 3. phagozytierende Mikroglia, die wie runde Gehirnmakrophagen aussehen
(Streit et al., 1988). Nach Erkennung der Eindringlinge kommt es zu einer raschen lokalen
Aktivierung und Vermehrung der ruhenden Mikrogliazellen, die sich zu phagozytierende
Makrophagen differenzieren und dann die sterbenden Zellen bzw. den Eindringling erkennen
und wegrdumen koénnen. Um diese Aufgaben so effektiv wie mdglich ausfihren zu kénnen,
besitzen die Mikrogliazellen eine Reihe von Rezeptormolekilen auf ihrer Oberflache, so z.B.
verschiedene lonen-Kanéle, immunologische Erkennungsmolekiile und Neurotransmitter-
Rezeptoren (Hanisch und Kettenmann, 2007). AuBerdem produzieren aktivierte
Mikrogliazellen eine Vielzahl von potentiell gefahrlichen l6slichen Faktoren, wie reaktive
Sauerstoff- und Stickstoff-Derivate, proteolytische Enzyme, sowie eine Reihe von
proinflammatorischen und potentiell zytotoxischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor o
(TNF-a) und Interleukin 1 (IL-1) (Banati et al., 1993; Renno et al., 1995; Chabot et al., 1997),
die fir den Abbau der sterbenden Zellen oder Eindringlingen durch Mikrogliazellen

unentbehrlich sind. Durch ihre schnelle und spezifische Transformation in eine
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immunkompetente, zytotoxisch und phagozytotisch aktive Zelle, spielen die Mikrogliazellen
eine wichtige Rolle bei pathologischen Prozessen im ZNS.

In den letzten Jahren wurde immer wieder die Frage diskutiert, ob die aktivierten
Mikrogliazellen residente Zellen des ZNS oder aus dem Blutstrom stammende Makrophagen
sind. In der vorliegenden Arbeit wird u.a. diese Frage aufgegriffen und anhand des Modelles

der globalen Ischamie untersucht und diskutiert.

1.4.4 Funktionelle Bedeutung von reaktiven Astrozyten und aktiver Mikroglia nach

zerebraler Ischamie

Einige Stunden nach einer Ischdmie kommt es zu einer reaktiven Gliose, d.h. die Astrozyten
werden hypertrophisch, die Mikrogliazellen ziehen ihre Fortsdtze ein und nehmen eine
amdboide Gestalt an, die typisch fur aktivierte Mikrogliazellen ist (Kreutzberg, 1996). 24 h
nach einer Ischdmie werden die ersten eindeutigen Veranderungen immunhistochemisch
sichtbar (Morioka et al., 1991, 1993). Es wurde beschrieben, dass aktivierte Mikrogliazellen
und reaktive Astrozyten in den Zellzyklus eintreten (Gabryel und Trzeciak, 2001; Kato et al.,
2003), um beschadigte Neurone zu eliminieren oder zu schitzen bzw. eine Glianarbe
auszubilden. In diesem Abschnitt werden die verschiedenen funktionellen Bedeutungen der
Mikroglia und Astrozyten nach einem Insult nédher beleuchtet.

Nach einer starkeren Form der Ischdmie (permanente MCAQO) kommt es innerhalb von 30-60
Minuten nach dem Insult zu einer starken, signifikanten Verletzung bzw. Absterben der
Astrozyten (Fern, 2001), das in einigen Fallen mit einem vorangehenden neuronalen
Untergang einhergeht (Garcia et al., 1993). Astrozyten besitzen die Fahigkeit der
Eliminierung von extrazellularen K* und Glutamat und verbessern aufgrund dieser Funktionen
das neuronale Uberleben wéhrend einer Ischamie. Um die neuroprotektiven Effekte erzeugen
zu konnen, missen die Astrozyten morphologisch und funktionell intakt sein. Des Weiteren
sind sie im ZNS eine wichtige Quelle sog. neurotropher Faktoren, die Uberleben und
Differenzierung von Neuronen positiv beeinflussen. Sie exprimieren verschiedener
Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, IGF, FGF-1, FGF-2, BDNF, NGF), Zytokine (z.B. TNFa,
TNF, IL-1, IL-6, IL-8) und deren Rezeptoren, wobei deren Expressionsrate im Verlauf von
lasionsbedingten Erkrankungen stark zunimmt. Die Expression all dieser Faktoren dient
wahrscheinlich der Steuerung derjenigen Prozesse, die an der Wiederherstellung des
geschadigten Hirnareals oder bei der Schadensbegrenzung beteiligt sind (Li et al., 2007).

Neben all den protektiven Eigenschaften dienen Astrozyten auch als ,Kitt”, indem sie
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Narbengewebe an Stellen bilden, an denen das Gehirn verletzt ist. Damit verhindert sie
allerdings auch, dass voneinander getrennte Nerven wieder zusammenwachsen kénnen. Ein
weiterer Punkt, der nicht fir eine protektive Funktion der Astrozyten spricht ist die Tatsache,
dass durch die Gap junctions der Astrozyten ein ,,Todessignal® von sterbenden Zellen an
benachbarte, ungeschédigte Zellen tbertragen werden kann. Dieser Mechanismus wird als
,.oystander cell death* bezeichnet (Lin et al., 1998). Dieser Mechanismus konnte fur die
sekundare Ausbreitung der Gehirnschadigung bei einer zerebralen Ischamie verantwortlich
sein.

Die zweite wichtige Gliazellart, die nach einer Ischdmie aktiv wird, ist die Mikroglia. Eine
wichtige Voraussetzung fur die Aktivierung und Proliferation der Mikrogliazellen ist die
Kommunikation zwischen Astrozyten und Mikrogliazellen. Astrozytare Kalziumwellen
(Schipke et al., 2002) und das von den Astrozyten abstammende S100f (Petrova et al., 2000)
sowie kolonienstimulierende Faktoren (engl.: colony stimulating factors, CSF) dienen
womdéglich als Quellen fir die Mikroglia-Aktivierung.

An einem Ischdmiemodell konnte Lees (1993) zeigen, dass aktivierte Mikroglia schéadlich fir
die verletzten Neurone nach einer Ischamie sind. Inhibiert man die Mikrogliaaktivitat mit
Tetracyclin, Doxycyclin und Minocyclin, so kommt es zu einer Reduzierung der
SchadensgrofRe und man erzeugt somit einen neuroprotektiven Effekt (Chechneva et al., 2006;
Yrjanheikki et al., 1998). Im Gegensatz zu ihrer neurotoxischen Funktion verfiigen
Mikrogliazellen auch Uber neuroprotektive Faktoren und Zytokine, die ein Uberleben der
Neurone nach einer pathologischen Erkrankung ermdglichen. So konnte z.B. im
menschlichen HIV-1 infizierten Striatum (Soontornniyomkij et al., 1998), nach einer
Rickenmarksverletzung (Dougherty et al., 2000), nach einer Sauerstoff-Glukose-Deprivation
[(engl.: oxygen-glucose deprivation, OGD); Neumann et al., 2006] und nach einer Ischdmie
(Lalancette-Hébert et al., 2007; Lees et al., 1993) eine Neuroprotektion durch Mikrogliazellen
erzeugt werden. Vermutlich tragen intra-arteriell injizierte Mikrogliazellen, die nach einer
globalen Ischdmie in das geschadigte CALl-Pyramidenzellband migrierten, zu einem
maoglichen protektiven Effekt bei, (Imai et al., 1997, 1999) indem sie die Neurone vor der
Degeneration schitzen (Hayashi et al., 2006). Die exogenen Mikrogliazellen verbesserten die
durch die Ischdmie induzierte synaptischen Defizite und die resultierende Abnahme des
BDNF in den CAl1-Neuronen, moglicherweise durch unbekannte freigesetzte diffusionsfahige
Faktoren. Aufgrund dessen konnte die arterielle Injektion von Mikrogliazellen als mogliche
effektive therapeutische Strategie fir die Behandlung von akuten Gehirnverletzungen

einschlieBlich der zerebralen Ischdmie in Frage kommen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Astrozyten und Mikrogliazellen nach einer
Gehirnverletzung sowohl schédlich als auch natzlich sein kénnen und fir die Auslésung der
jeweiligen Aufgabe unterschiedliche Faktoren eine Rolle spielen. In der vorliegenden Arbeit
werden die morphologischen Verdnderungen, die erhohte Gliose und deren mdgliche

Funktionen und Herkunftsorte nach einer globalen Ischdmie untersucht und diskutiert.

15 Autometallographischer Nachweis von Thallium

Besonders wegen der einzigartig geschichteten Konfiguration wird die Morphologie der
hippokampalen Formation schon seit vielen Jahren im Detail beschrieben (z.B. Ramoén y
Cajal, 1911) und ist auch heute noch Gegenstand anatomischer Untersuchungen (z.B. Zhao et
al., 2003, 2004). Wie bereits schon erwahnt, spielt die hippokampale Formation eine wichtige
Rolle beim Lernen und dem Gedé&chtnis und kann durch eine Ischdmie selektiv verletzt
werden (Ubersicht: Eichenbaum, 2004; Lynch, 2004; Riedel und Reymann, 1996; Rami und
Krieglstein, 1993; Hossmann, 1999; Kirino, 2000). Um die post-ischamische Funktion bzw.
Fehlfunktion der hippokampalen Neurone zu untersuchen, reichen jedoch die bisher
verwendeten Farbemethoden nicht aus. Zwar kann z.B. mit der 2-Deoxyglukose-Methode (2-
DG) oder mit der Magnetresonanztomographie (MRT) die neuronale Aktivitdt nach
verschiedenen Lasionen im Gehirn in experimentellen Studien dargestellt werden (Sokoloff et
al., 1977, 1996; Nuglisch et al., 1991; Hoehn et al., 2001; Hossmann, 2003), allerdings ist
damit keine zellulare Auflosung der Signale moglich. Dadurch kann es zu Problemen bei der
Interpretation der Daten kommen, wie z.B. Rischke und Krieglstein (1991) aufzeigten. In
dieser Arbeit wurde zu einem spéten Zeitpunkt nach Ischdmie ein erhéhtes Deoxyglucose-
Signal in der CAl1-Region festgestellt, obwohl durch morphologische Untersuchungen ein fast
vollstandiger Zelltod nachgewiesen wurde. Gegensétzliche Ergebnisse wurden auch in
unseren elektrophysiologischen Messungen in vivo im Gyrus dentatus nach einer globalen
zerebralen Ischamie detektiert. Die Neurone im Gyrus dentatus zeigen mit der Nissl-Farbung
keinerlei Anzeichen einer Verletzung, obwohl die elektrophysiologischen Messungen bereits
einen Tag nach Ischdmie eine signifikante Abnahme der gemessenen Signale liefern
(Henrich-Noack et al., 2005, Kapitel 3.1.2.1).

Durch die Darstellung der Expressionsmuster von unmittelbar frihen Genen (engl.:
immediate early genes; z.B. c-Fos) kann man auch die neuronale Aktivitat von Neuronen auf
zellul&rer Ebene darstellen. Doch diese Methode birgt einige Einschrankungen (Chauduri und
Zangenehpour, 2002). Die Expression dieser Gene ist auf eine Teilmenge der Neurone
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beschrénkt und wird zusétzlich zur neuronalen elektrischen Aktivitat auch durch viele andere
Faktoren beeinflusst. Zusatzlich ist die Quantifizierung der Zellen schwierig.

Mit der neu entwickelten Methode des Autometallographischen Nachweises von Thallium,
kann man die Aktivitat und Morphologie der einzelnen Neurone an einem Lichtmikroskop
darstellen (Goldschmidt et al., 2004). Die Methode basiert auf der engen Kopplung der
neuronalen Aktivitat und der Aufnahme von K*. Der Ausstrom von K nimmt in den
Neuronen nach der Depolarisation zu. Die Kompensation des K*-Verlustes wird zum GroRteil
durch die Na'/K'-ATPase erzielt, indem der Kaliumeinstrom oder die Wiederaufnahme
erhéht wird. In vitro konnte durch den Tracer 42K* gezeigt werden, dass die Kaliumaufnahme
mit zunehmender Aktivitdt zunimmt (Keynes, 1951; Keynes und Ritchie, 1965). Dadurch
kann man K*-Isotope oder K*-Analoge, wie z.B. Rubidium, Thallium oder Césium als Tracer
fur die Darstellung der neuronalen Aktivitat verwenden. In der von uns verwendeten Methode
wurde das Schwermetall Thallium (TI%) als Tracer verwendet (Britten und Blank, 1968;
Douglas et al., 1990; Gehring und Hammond, 1967; Landowne, 1975). Durch Modifizierung
der standardhistologischen Methode fiir den Nachweis eines Schwermetalls konnte mit der
autometallographischen Methode Thallium spezifisch nachgewiesen werden (Danscher, 1981,
1991). Durch diese Technik war es uns nun moglich, zentralen Fragen Uber die zelluldre

Funktion im intakten und beschadigten Hippokampus nachzugehen.
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1.6 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit werden die elektrophysiologische Funktionsintegritat, die
Plastizitat hippokampaler Neurone und pathophysiologische bzw. morphologische Anderung
in der hippokampalen Formation nach einer induzierten globalen zerebralen Ischdmie in der
Ratte charakterisiert. Daten aus der Literatur lieBen vermuten, dass es keine vollstandige
Ubereinstimmung zwischen morphologischer und funktioneller Evaluierung gibt und
maoglicherweise &ltere, auf rein histologischen Befunden basierende Ansichten, revidiert
werden mussen. Hierfir wurden elektrophysiologische Messungen in vivo und ex vivo sowie
immunhistochemische und histochemische Farbungen durchgefihrt. Mit der neu entwickelten
und patentierten Farbemethode des Autometallographischen Nachweises von Thallium sollten
zusétzlich Aussagen hinsichtlich der neuronalen Aktivitat im Hippokampus nach globaler
zerebraler I1schdmie getroffen werden.

Folgende Fragen wurden in dieser Arbeit untersucht und diskutiert:

1. Existieren im Hippokampus neben der CA1-Region noch weitere morphologisch und
funktionell beeintrachtigte Regionen? Ist es mdglich nach einer globalen zerebralen
Ischdmie eine LTP in den Kornerzellen des Gyrus dentatus zu erzeugen? Gibt es
Unterschiede zwischen den elektrophysiologischen Messungen bei in vivo- und ex
vivo-Experimenten?

2. Inwieweit verandert sich die Neurogenese im Gyrus dentatus und an der SVZ zu
einem fruhen Zeitpunkt nach einer globalen Ischdmie und gibt es Unterschiede
zwischen den beiden neurogenen Zonen?

3. Erfolgt eine inflammatorische Reaktion (Mikroglia/Makrophagen) im Hippokampus
bzw. in anderen Regionen des Vorderhirns nach einer globalen Ischamie und werden
diese Zellen aktiviert oder neu gebildet?

4. Welche Aufgabe erfullen die Astrozyten im Hippokampus und an der SVZ nach einer
globalen zerebralen Ischamie? Erfolgt eine Re-Expression von Nestin in den
Astrozyten oder erhalten Nestin-Zellen astrozytaren Charakter?

5. Welche Aussagen kann man mithilfe des Autometallographischen Nachweises von
Thallium hinsichtlich des Kalium-Metabolismus und der neuronalen Aktivitat nach
einer globalen Ischamie treffen? Gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen

Zeitpunkten nach der globalen Ischamie?
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2 METHODEN

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fur diese Versuche wurden mannliche Wistar-Unilever Ratten (HsdCpb:WU) mit einer
Korpermasse zwischen 250-270 g aus dem Zuchtstamm der Tierzucht Harlan-Winkelmann
(Borchen, Deutschland) bezogen. Die Haltung aller Versuchstiere erfolgte in einem
klimatisierten Tierlabor mit einem 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus mit Dd&mmerungsphasen
Uber je drei Stunden. Die Raumtemperatur betrug 20 + 2 °C und die relative Luftfeuchte 55 +
10 %. Futter, in Form von Pellets (HARLAN ,,global diets*), und Wasser stand den Tieren ad

libitum zur Verfligung

2.2 Globale zerebrale Ischdmie an Ratten

Die globale zerebrale Ischamie wurde in Anlehnung an Dirnagl et al. (1993) an der
mannlichen Wistar-Ratte durchgefiihrt. Die Tiere wurden nach einer Adaptationszeit von
mindestens funf Tagen verwendet. Um den Blutzuckerwert der Ratten vergleichbar zu halten,
wurde am Tag vor der Operation das Futter entzogen. Die Tiere wurden zu Beginn des
Eingriffes in einer Narkosebox und anschlieRend tber eine Maske mit 3-4 Vol% Halothan
narkotisiert, welches in einem Gemisch aus Sauerstoff und Distickstoffmonoxid (1:1)
zugefuhrt wurde (Abb. 5B). Nach Freipréparation der Trachea wurden die Tiere intubiert und
uber eine Kleintierbeatmungspumpe (Abb. 5A) kontrolliert weiter beatmet: VVor Beginn der

Operation wurden an der Beatmungspumpe folgende Parameter eingestellt:

Atemfrequenz: 50 Atemziige pro Minute
Inspiration/Exspiration: 50 %
Plateau: 0%

Endinspiratorischer Druck (EIP): 10-15
Sauerstoff/Distickstoffmonoxid: 1:1
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== s Abb.5:

A: Ubersicht vom Operationsplatz fiir die globale Ischamie der
Ratte mit Beatmungspumpe (roter Pfeil), Blutdruckmessgerat
(blauer Pfeil), Heizmatte

B: Narkosestand mit Halothanverdampfer

C: Blutgasanalysator

Nachfolgend wurden beide Karotiden (Abb. 6, 7A), ohne den anliegenden Nervus vagus zu
verletzen, freigelegt und mit einem Faden umschlungen. Die Schwanzwurzelarterie wurde
freiprépariert (Abb. 7B), distal abgebunden und mit einem Polyethylenschlauch (0,28 mm x
1,09 mm) katheterisiert (Spillosung 50 IU Heparin in 0,9 % sterilem NaCl). Uber den
Katheter wurden Blutproben zur Bestimmung des Blutzuckerwertes, des pH-Wertes sowie
des Sauerstoff- (pO2) und Kohlendioxidpartialdruckes (pCOz2) entnommen. Fur die Messung
der Blutgase stand ein Blutgasanalysator (Abb. 5C) zur Verfligung. Den Tieren wurde Uber
den Katheter maximal 0,2 ml Heparinlésung verabreicht, um eine Verstopfung des Katheters
durch geronnenes Blut zu verhindern. Der Blutdruck wurde Uber einen am Katheter
angeschlossenen piezoelektrischen Drucktransduktor mit nachfolgendem Messbriicken-
Verstarker gemessen. Durch Veranderung der Parameter an der Beatmungspumpe bzw. des
Narkosestandes wurden die Blutgase verandert bis folgende Normwerte erreicht wurden:

pH=7,4

pO,>100 mmHg

pCO, = 35-40 mmHg

es wurde ein Blutdruck von > 80 mmHg angestrebt
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U 9
L
3
4 /} A. cerebri ant.
5 1
i ®) 12 A. communicans ant.
A. cerebri media
7 13
s 14 A. carotis int,

A. communicans post.

A b A. cerebri post.

Abb. 6: Blutgefalsystem vom Brustkorb bis Kopfende einer Ratte (links) und
Darstellung des Circulus arteriosus Willisii (rechts). In der linken Abbildung sind
die beiden Karotisarterien rot dargestellt.

Abb.7:

A: Freipréparierte Karotisarterie Gber der Pinzette

B: Freipraparierte Schwanzwurzelarterie

C: Glocke uber den Bereich vom Abdomen abwarts zur Erzeugung
eines Unterdruckes wahrend der Ischamie
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Nach erfolgreichem Einstellen der Blutgase und des Blutdruckes wurde die Ratte bis
unterhalb des Brustkorbs in eine Kammer gelegt. Kurz vor Beginn der Ischdmie wurde
Halothan auf 1 Vol% geregelt und eine Infrarotlampe Uber dem Kopf des Tieres positioniert,
um die Hirntemperatur auch wahrend der Ischdmie konstant zu halten. Die Korpertemperatur
wurde mit einem Rektalfiihler kontrolliert und bei 37 °C vor und wéhrend der Ischdmie
mittels Warmekissen konstant gehalten. Der Erhalt der Korpertemperatur der Versuchstiere
bei 37 °C verhindert eine durch Temperaturabsenkung erzeugbare Protektion (Nakajima et al.,
1997) gegeniber ischdamischen Insulten. Beide Karotis-Arterien wurden mit Hilfe von
Arterienklemmen transient abgeklemmt. Durch Erzeugung eines an der Kammer (Abb. 7C)
angelegten Unterdrucks wurde der Blutdruck auf 37-42 mmHg gesenkt. Nach 10 min wurde
dieser Zustand aufgehoben durch Entfernen der Arterienklemmen, Aufhebung des
Unterdrucks und Ausschalten der Infrarotlampe. Die Blutwerte wurden erneut gemessen und
die Wunden mit Xylocain-Gel versorgt und vernaht. Nach Einsetzen der Spontanatmung
wurden die Ratten extubiert und flr weitere zwei Stunden auf einer Heizmatte bei 30 °C
gewarmt.

Scheinoperierten Tieren wurden die Karotis-Arterien unter Narkose freiprapariert, aber nicht
abgeklemmt und es wurde kein Unterdruck angelegt.

Je nach Versuchsansatz wurden die Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten (ein Tag, drei Tage,

10 Tage, 14 Tage, 56 Tage) perfundiert bzw. dekapitiert.

2.3 Elektrophysiologische Messungen in vivo an der freibeweglichen Ratte nach

globaler zerebraler Ischamie

2.3.1 Elektrodenimplantation in vivo

Die Implantation der Elektroden wurde nach Manahan-Vaughan und Reymann (1996)
durchgefuhrt. Die mannlichen Wistar-Ratten wurden mit Pentobarbital (40-50 mg/kg)
narkotisiert und der Kopf am Oberkiefer und den kndchernen Gehdrgéngen in einer
Stereotaxie fixiert (Abb. 9A). Der Winkel des Nasenhalters wurde auf +1 mm gestellt. Ein 2-3
cm langer Schnitt wurde entlang der Mittellinie von den Augen beginnend bis zum
Hinterkopf gefuhrt, die Knochenhaut vom Schédel abgeschabt und die Oberflache mit 3 %
Wasserstoffperoxid gereinigt. Nach Spannen der Kopfhaut mit Gewebeklemmen wurden die
Koordinaten von Bregma ausgehend bestimmt und markiert. Fir die Bestimmung der

stereotaktischen Koordinaten fir die Stimulations- und Reizelektroden wurde der Atlas von
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Paxinos und Watson (1998) (Abb. 8) verwendet. Die monopolare Ableitelektrode (0,1 mm
Durchmesser) wurde in die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus (stereotaktische
Koordinaten: Bregma: -2.8 mm, lateral: 1,8 mm) und die bipolare Reizelektrode (Bregma: -

6,9 mm, lateral: 4,1 mm) in den Tractus perforans der rechten Hirnhemisphare implantiert.

- | Incisor Bar

Interaural Line

Abb.8: Dorsale und laterale Ansicht eines Schéadels
von einer Wistar-Ratte. Die Position von
Bregma und Lambda sind auf dem Schéadel markiert.

Als Referenzelektrode und elektrische Erde wurden, ohne die Dura mater zu verletzen, zwei
Edelstahlschrauben (1,5 mm Durchmesser) in die linke Schédelseite, implantiert und Gber
zwei Drahte kurzgeschlossen. Die freien Enden der Ableit- und Reizelektrode und die Drahte
der Referenzelektrode und die elektrische Erde wurden mit einem Gummisockel verbunden
und an ein Oszilloskop und einen Stimulator angeschlossen. Die Elektrodentiefe wurde
justiert, bis ein Maximum der Amplitude des Summenaktionspotentials [engl. population
spike amplitude (PSA); in mV, Wert zwischen der ersten positiven und ersten negativen
Auslenkung] bei einer Testintensitat von 400 pA erreicht wurde. Hierbei musste die PSA
einen Mindestwert von 5 mV erreichen. AnschlieBend wurden die Elektroden auf der
Schédelkalotte mit Zahnzement (Paladur) fixiert (Abb. 9B).
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Abb. 9: Implantation der Ableit- und
| Reizelektrode in vivo

A: Implantation der Elektroden bei einer
narkotisierten und in der Stereotaxie
fixierten Ratte

B: Darstellung des Sockels nach
Implantation der Elektroden auf dem
Schédel der Ratte

2.3.2 Reiz- und Messparameter fur die Bestimmung der Populationsspike-

amplituden und der exzitatorischen postsynaptischen Feldpotentiale

Friihestens acht Tage nach dem operativen Eingriff begann die Adaptation der Tiere an die
Versuchsbedingungen in den Testboxen (40 x 40 x 40 cm). Die Tiere konnten sich in den
Boxen frei bewegen und waren mit einem flexiblen Kabel an die Apparatur angeschlossen
(Abb. 10 A, B).

Zur Auswertung wurden in erster Linie die Amplituden der Summenaktionspotentiale und die
Anstiegsteilheit des exzitatorischen postsynaptischen Feldpotentials (FEPSP-slope in mV/ms;
maximale Anstieg des Potentials beginnend von der ersten positiven Auslenkung des
Potentials) herangezogen. Da die PSA die Anzahl der ,,antwortenden* Kdrnerzellen und die
Synchronitat ihrer Entladung widerspiegelt, erhielt man ein MalR fur die Erregbarkeit der
abgeleiteten Zellpopulation. Die Stimulation wurde so gewahlt, dass die Neurone am nachsten

Tag bei der Induktion der Ischamie wieder auf Basisniveau waren, also nicht mehr potenziert.
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Abb. 10:

A: Ubersicht des Versuchsaufbaus;

B: Ratte in Versuchsbox, angeschlossen an
die Versuchsapparatur Uber Ableit-und
Reizkabel am Sockel;

C: Darstellung der gemessenen Potentiale
von allen vier Versuchstieren

Zu Beginn eines Experiments erfolgte die Aufzeichnung einer Reiz-Antwort-Kurve (1/O-
Kurve, engl.: input-output-curve). Hierzu wurde mit einer geringen Reizstarke (100 pA)
beginnend die PSA bestimmt und die Reizstarke um jeweils 100 pA schrittweise bis auf 900
MA alle 5min gesteigert. Anschlielend wurde aus der 1/0-Kurve die maximale PSA bestimmt
und dann auf eine Reizstérke eingestellt, mit der man in etwa 40 % der maximalen PSA
erreicht. Stimuliert wurde mit einer niedrigen Frequenz von 0,1Hz mit biphasischen
Rechteckpulsen von 0,1 ms Dauer pro Auslenkung / je Polaritdt oder Pulsbreite 0,1 ms je
Polaritat.

Nach einstiindiger Ruhepause wurde eine Basislinie der PSA aufgezeichnet (Mittelwert aus 5
Messungen aller 5 min, Pulsbreite von 0,1 ms). War die Basislinie stabil, wurde sie Uber einen
Zeitraum von einer Stunde aufgezeichnet. Hierbei wurden funf der durch bipolare Stimulation
des Tractus perforans induzierten Summenaktionspotentiale (in 10-Sekunden-Intervallen,
Pulsbreite von 0,1 ms) fir jeden Messpunkt (alle 15 min) gemittelt. Die Aufzeichnung einer
1/0-Kurve und Basislinie erfolgte einen Tag vor der Ischdmie bzw. Scheinoperation und zwei,
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7 und 10 Tage nach der Ischd&mie bzw. Scheinoperation. Alle Messwerte, die wahrend der
Versuchsreihe entstanden, wurden mit Hilfe einer Software (PWIN), die im Institut flr
Neurobiologie in Magdeburg fur die Ableitung von elektrischen evozierten extrazelluldren

Signalen entwickelt wurde, auf einem Computer aufgezeichnet (Abb. 10C) und gespeichert.

2.3.3 Stimulationsparameter

Einen Tag vor der Ischdmie und an Tag 10 nach der Ischd&mie wurde eine LTP durch Theta-
Burst-Stimulation (TBS, 10 Salven (Bursts) a 15 Stimuli bei 200 Hz, Burstintervall 10 s,
Pulsbreite = 0,2 ms, gleiche Reizintensitat wie bei der Basislinie) induziert. In einem anderen
Versuchsansatz wurden die Tiere nur am Tag zwei nach der Ischdmie bzw. der
Scheinoperation tetanisiert.

Da nach der Ischdmie einige Tiere auch mit der hdchsten Reizintensitdt wahrend der
Aufzeichnung einer 1/0-Kurve keine PSA zeigten, konnte die Reizstarke fir die 40 % der
maximalen PSA nicht eingestellt werden. Aus diesem Grunde wurden diese Tiere mit einer
Reizintensitdt von 500-600 pA tetanisiert. Diese Reizintensitit lag im oberen Bereich der
verwendeten Reizintensitat der Tiere mit einer reguléren 1/O-Kurve. Nach Induktion der LTP
wurde die Aufzeichnung der PSA und fEPSP slope alle 15 min fortgesetzt. Dabei war es nicht
maoglich, die Potenzierung prozentual anzugeben, da nahezu alle Basislinienwerte 10 Tage
nach der Ischdmie bei null lagen. Aus diesem Grund wurden die PSA als Absolutwerte in mV
+ SEM angegeben.

2.4 Elektrophysiologische Messungen ex vivo nach globaler zerebraler Ischdmie

Die ex vivo Experimente (Balschun et al., 1999) wurden an Gehirnschnitten von Tieren mit
einer transienten globalen Ischdmie (siehe Kapitel 3.2.1) am Tag 10 und 56 nach der L&sion
durchgefuhrt. Die Tiere wurden nach einem Genickschlag dekapitiert, der Hippokampus
vorsichtig heraus prépariert und sofort in eine 4 °C kalte, hydrogenisierte aCSF (engl.:
artificial cerebrospinal fluid, kunstlicher Liquor; Tabelle 1) tberfuhrt. AnschlieBend wurde
der Hippokampus mit Hilfe eines Gewebe-Choppers in 400 um dicke Schnitte geschnitten,
wobei ein Winkel von 70° zur Schnittklinge eingehalten werden musste, um die
akzessorischen Fasereingénge optimal zu erhalten. Die Schnitte wurden schnell in die aCSF
uberfiihrt, in einer Tauchschnittkammer platziert und mittels Decknetz unter der

Fliissigkeitsoberflache befestigt. Folgende Bedingungen lagen in der Schnittkammer vor:
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Temperatur 34 °C, Durchflussrate der aCSF-LOsung war 2,5 ml/min, Begasung der aCSF mit
Carbogen (gesattigt mit 95 % O,, 5 % CO,, pH 7,4) mit einem Uberdruck von 1,3 bar. Nach
einstiindiger Equilibrierung (Prdinkubation) der Schnitte wurden die Ableitelektrode
(Glaselektrode, geftllt mit aCSF, 1-4 MQ) in die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus und
die Reizelektrode (Edelstahl-Stimulationselektroden, ummantelt mit Epoxylite-Lack) in das
Stratum moleculare (medialer Tractus perforans) platziert. Um zu Uberprifen, ob die
Reizelektrode exakt platziert wurde, wurde ein Doppelpuls mit einem Interpulsabstand von 50
ms durchgefuhrt. Liegt der Quotient vom 2. und 1. Puls unter 1, wurde die Reizelektrode
korrekt platziert (McNaughton, 1982).

Nach erneutem einstiindigen Equilibrieren erfolgte die Aufzeichnung einer 1/0-Kurve, wobei
in 0,5 V-Schritten stimuliert und abgeleitet wurde. Die PSA wurde aus der Potentialdifferenz
zwischen dem Maximum und dem nachfolgenden Minimum bestimmt. Die Reizstarke wurde
solange erhoht bis eine maximale PSA erreicht wurde. Die Reizstarke, mit der 40 % des
maximalen Wertes des PSA erreicht wurde, wurde bestimmt und eingestellt. Nach erneutem
einstindigen Equilibrieren und Testung des Doppelpulses wurde eine Basislinie
aufgezeichnet (Mittelwert aus drei Messungen aller 5 min, Pulsbreite von 0,1 ms). Blieb die
Basislinie fiir mindestens 45 min stabil, wurde eine LTP durch Theta-Burst-Stimulation (TBS,
15 Bursts a 8 Stimuli bei 200 Hz, Burstintervall 200 ms, Pulsbreite = 0,2 ms, 3 x im Abstand
von 2 min) induziert. Nach Tetanisierung wurde die Aufzeichnung der PSA alle 5 min fir
zwei Stunden fortgesetzt und das Experiment mit einer erneuten Testung des Doppelpulses

abgeschlossen.

Chemikalien | Konzentration | Menge
[mM] [9/1]
NaCl 124 7,248
KCI 4,9 0,356
CacCl, 2,5 0,3685
KH2PO,4 1,2 0,164
NaHCO; 25,6 2,152
D-Glukose 10 1,802

Tabelle 1: Zusammensetzung der aCSF
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25 Applikation eines Tracers

2.5.1 Applikation einer Thallium(l)acetat/DEDTC-LG4sung

Bei der Thallium-Autometallographie wird das Schwermetall Thallium (TI) zur
Visualisierung des Kalium-Metabolismus und neuronaler Aktivitat eingesetzt. Die Thallium-
Autometallographie wurde von Goldschmidt und Mitarbeitern entwickelt (Goldschmidt et al.
2004). In der urspriinglichen Variante wurde ein wasserldsliches Thalliumsalz intraperitoneal
injiziert. Dies hatte jedoch drei Nachteile:

1. Aufgrund der schlechten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke fiir K™ bzw. TI" (Rios
et al., 1989) mussten vergleichsweise hohe Thallium-Dosen appliziert werden, um
eine ausreichend hohe Férbeintensitét zu erzielen.

2. Aufgrund der relativ hohen K'-Leitfahigkeit der choroidalen Plexus kam es zu
entsprechend hohen TI*-Konzentrationen in den inneren Liquorrdumen. Die TI'-
Aufnahme in periventrikuldren Arealen war daher um eine GréRenordnung hoher als
in anderen Hirnarealen, was den Vergleich aktivitatsabhéngiger Thalliumaufnahmen
in verschiedenen Hirnarealen erschwerte.

3. Zusatzlich erschwert war der Vergleich aktivitdtsabhéngiger Thallium-Aufnahmen
durch regionale Unterschiede in der Blut-Hirn-Schranken-Leitféhigkeit fur Kalium
(Goldschmidt et al., 2004).

Diese Probleme konnten durch die Entwicklung einer neuen Variante der Thallium-
Autometallographie geldst werden. Dabei wird ein lipophiler Thallium-Chelat-Komplex
injiziert. Die chelatisierende Komponente, mit der TI*-lonen einen lipophilen Komplex
bilden, ist Natrium Diethyldithiocarbamat (DEDTC). Der TI-DEDTC-Komplex gelangt sehr
schnell ins Gehirn, dissoziiert dort ebenso schnell wieder, entlisst freies TI* und erreicht
bereits nach anderthalb Minuten die maximale Thalliumkonzentration im Gehirn (de Bruine
et al., 1985). Landowne (1975) konnte in seinen in vitro Experimenten zeigen, dass die
Thalliumaufnahme in aktiven Neuronen aus dem umgebenden Medium innerhalb der ersten 5
bis 10 min anndhernd linear ansteigt. Aufgrund des schnellen Transportes von Thallium ins
Gehirn und der geringen Zeit der Thalliumaufnahme in die Zellen wurde der
Perfusionszeitpunkt der Tiere auf 15 min nach Injektion des lipophilen Komplexes festgelegt.
Dadurch wurde gewéhrleistet, dass eine maximale Menge von Thallium ins Gehirn gelangt ist
und man in dem Zeitbereich ist, in dem die Aufnahme von Thallium in die Zellen, den

Ausstrom bei weitem Uberwiegt. Diese neue Variante ist in einer Vielzahl von Experimenten
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validiert worden, u.a. kortikale Mikrostimulation, Applikation von GABA-Agonisten und
akustische Stimulation (Goldschmidt et al., in VVorbereitung).
In diesen Untersuchungen wurden sowohl der K*-Metabolismus als auch die neuronale und

gliale Aktivitat naiver und ischdmischer (14 bzw. 56 Tage) Tiere untersucht.

Detailierte Durchfiihrung:

Den Ratten wurde 15 min vor Perfusion ein lipophiler Komplex, bestehend aus einer
wassrigen Losung mit Thallium(l)acetat (TIAc) und Natrium Diethyldithiocarbamattrihydrat
(NaDEDTC) im Verhéltnis 1:1 intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die Injektionslosung bestand fir
300 g schwere Ratten aus 600 pl 1 % TIAc und 600 pl 0,7 % NaDEDTC. Hierbei ist zu
beachten, dass zuerst die TIAc-L6sung in die Spritze aufgezogen wurde und anschlief3end die
NaDEDTC-L6sung. NaDEDTC kann uber seine zwei SH-Gruppen zweiwertige Kationen
chelatisieren und ist gut wasserloslich. Bei Bildung eines Komplexes mit einem Kation wie
gelostem TI* beginnt dieser weiRlich auszufallen und zu verklumpen. Deshalb durfte die
Spritze erst kurz vor der Injektion aufgezogen werden. Die DEDTC-L6sung durfte nur
einmalig verwendet werden und musste flr jede Perfusion neu hergestellt werden, damit die
Chelatisierungsfahigkeit nicht beeintrachtigt wird. In der alten DEDTC-L6sung entstehen SH
und H,S, die entweichen und noch andere Reaktionsprodukte von DEDTC mit sich selbst und
mit Wasser bilden. Nach der Applikation wurden keinerlei Verhaltensdnderungen oder —

auffalligkeiten bei den Ratten beobachtet.
2.5.2 Nachweis proliferierender Zellen mit BrdU

Fir die Untersuchung der Proliferation und Differenzierung neuer Zellen wurde in einem
Versuchsansatz 5°-Bromo-2"-deoxyuridin (BrdU) eingesetzt. BrdU ist ein synthetisches
Thymidinanalog, das dem Thymidinstoffwechsel unterliegt und in der S-Phase des Zellzyklus
kompetitiv anstelle von Thymidin in die Zell-DNA eingebaut wird. Zellen, die sich wéhrend
der BrdU-Expositionszeit in der S-Phase des Zellzyklus befinden, inkorporieren BrdU und ihr
Zellkern lasst sich immunhistochemisch anfarben (Nowakowski et al., 1989).

Direkt nach Einsetzen der Spontanatmung nach der Ischdmie erhielten die Tiere eine i.p.
Injektion von 50 mg/kg BrdU (25 mg/ml Stammlésung) gelost in steriler 0,9%iger NaCl-
Losung. An den folgenden zwei Tagen erhielten die Ratten zwei Injektionen pro Tag. Am

dritten Tag nach Ischamie wurden die Tiere transkardial perfundiert.
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Fur eine weitere Serie wurde nach Einsetzen der Spontanatmung und sechs Stunden danach,
eine Injektion von 100 mg/kg BrdU (25 mg/ml Stammldsung, geldst in steriler 0,9%iger
NaCl-Losung), i.p. injiziert. 24 Stunden nach Ischdmie wurden die Tiere perfundiert.

Die Tiere, die fur die elektrophysiologischen Messungen in vivo und ex vivo verwendet
wurden, sowie die Tiere fur den autometallographischen Nachweis von Thallium, erhielten
kein BrdU.

2.6 Gehirnentnahme

2.6.1 Dekapitation und Entnahme des Gehirnes

Die Tiere aus dem Versuch der elektrophysiologischen Messungen in vivo wurden 10-11
Tage nach der globalen Ischdmie mittels Halothan in einem geschlossenen Glasbehalter
narkotisiert und nach Atemstillstand sofort dekapitiert. Anschlieend wurde der am Schadel
fixierte Sockel mit den Elektroden und der Befestigungsschraube mit Hilfe einer
Knochenzange senkrecht nach oben abgehoben. Die Haut wurde bis zu den Augen vom
Schadeldach gelost und die Schadelknochen vorsichtig mit einer kleinen Schere vom
Hinterhaupt ausgehend geoffnet und mit einer Pinzette abgehoben. Das nun freiliegende
Gehirn wurde von der Dura mater befreit, herausgenommen, sofort fixiert und in Paraffin
eingebettet (siehe Kapitel 2.7.1).

2.6.2 Perfusionsfixierung mit Paraformaldehyd

Die Fixierung der Gehirne fur immunhistochemische Nachweise erfolgte durch Perfusion mit
einer 4%igen Paraformaldehydldsung in 0,1 M PBS Puffer. Dazu wurden die Tiere mit
4%igem Chloralhydrat (0,8 g/kg Korpergewicht Ratte) tief narkotisiert (Abb. 11A). Der
Brustraum wurde unterhalb des Brustbeins getffnet und das Herz frei gelegt. Die linke
Herzkammer wurde an ihrer Spitze eingeschnitten, eine Knopfkanile (1,5 x 70 mm; Luer,
Hero) bis in die Aorta vorgeschoben und fixiert (Abb. 11B). Nach Anschneiden der rechten
Herzkammer wurde mit Hilfe einer mit der Kaniile verbundenen Schlauchpumpe (Abb. 11C)
eine 0,1 M PBS-Ldsung durch das Geféalisystem des Tieres gepumpt. Nachdem das Blut aus
den Geféllen gespilt war, wurde mit ca. 300 ml Paraformaldehydlésung fixiert. Nach
Dekapitation (Abb. 11D) folgte die Gehirnentnahme wie bereits im Kapitel 2.6.1 beschrieben.
Das Gehirn (Abb. 11E) wurde (ber Nacht in einer 4%igen Paraformaldehydldsung
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nachfixiert. AnschlieRend wurde das Gehirn in eine 30%ige Saccharose-L6sung Uberfuhrt und
verblieb bis zum Absinken in der Lésung. Durch Anlagerung von Zucker an die Proteine im
Gehirn wird eine Kryoprotektion erzeugt, wodurch das Gewebe beim Einfrieren des Gehirns
mit Methylbutan bei —80 °C nicht zerstort wird. Fur die weitere Aufarbeitung und

immunhistochemische Farbung wurden Gefrierschnitte angefertigt.

Herstellung der Perfusionsldsungen:
0,1 M PBS: saurer Bestandteil: 2,73 g NaH,PO, * H,O + 1,82 g NaCl + 200 ml Aqua
dest.
basischer Bestandteil: 14,25 g Na,HPO, * 2H,0 + 7,26 g NaCl + 800 ml
Aqgua dest.

Titration mit saurem Bestandteil auf pH 7,4

4 % PFA/0,1 M PBS: 100 ml 0,1 M PBS pH 7,4 + 4 g Paraformaldehyd

bei 65 °C unter Abzug rihren, bis Lésung Klar ist, filtrieren

Abb. 11: Darstellung einer Perfusion; A: Festklemmen der Knopfkantle
in der Aorta mit Hilfe einer Gewebeklemme; B: Schlauchpumpe mit
Perfusionslésungen; C: mit 4 % PFA/0,1 M PBS fixiertes Gehirn
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2.6.3 Perfusionsfixierung mit Glutaraldehyd fir den autometallographischen Nachweis

von Thallium

Die Tiere wurden mit 4 % Chloralhydrat i.p. narkotisiert und fir die Perfusion préapariert
(siehe Kapitel 2.6.2). Perfundiert wurde insgesamt 40 min pro Tier, davon 30-45 Sek. (10-12
ml) mit einer Vorsplllésung, gefolgt von einer Fixierlésung (10 min) und einer
anschlieBenden Spilung des GeféalRsystems mit einer 0,1 M PBS-Lsg. pH 7,4 fir 30 min. In
den ersten 3 min (inklusive Vorspilung) wurde das Tier mit einer Flussrate von 65 ml/min, in
den darauf folgenden Schritten mit einer Flussrate von 35 ml/min (Fixierlosung) perfundiert.
Als Beweis fur eine Kkorrekte intraperitoneale Injektion des lipophilen Komplexes mit
Thallium, konnte man nach Offnen des Bauchraumes weiRe kleine Klumpen zwischen den
Organen finden. AnschlieBend erfolgte die Gehirnentnahme wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben.
Nachdem das Zerebellum und der Bulbus olfaktorius entfernt wurden, wurde das Gehirn in 30
% Saccharose pH 7,4 Uberfiihrt. Nach 48 Stunden waren die Gehirne abgesunken und wurden
mit Methylbutan bei -80 °C eingefroren und gelagert. Fir die weitere Aufarbeitung und

Féarbung wurden Gefrierschnitte angefertigt.

Herstellung der Losungen fiir die Perfusion

Natriumsulfid-Stammldsung:

Fur zwei Ratten bendtigte man ca. 200 ml. Dazu wurden 40 g Na,S * 9H,0 in 140 ml Aqua
dest. gelost. Nachdem die Kristalle sich vollstandig gel6st hatten, wurde die Ldsung im
Messzylinder auf 200 ml aufgefillt, nochmals verriihrt und im Kuhlschrank aufbewahrt. Fir

die Perfusionen wurden nur Losungen verwendet, die nicht alter als fiinf Tage waren.

Vorspullésung:

Als Vorspulung wurde eine Losung von 0,325 % Natriumsulfid in 100 mM Natriumphosphat,
pH 7,4 verwendet. Vor jeder Perfusion wurde die Vorspillésung frisch hergestellt und die
Natriumsulfid-Stammldsung erst kurz vor Perfusionsbeginn zugeben (20-30 min vorher). Pro

Ratte wurden 400 ml angesetzt.

5,52 g NaH,PO, * H,0 in 378 ml Aqua dest. I6sen
+ 20 ml Natriumsulfid-Stamml6sung
pH-Wert mit 10 N NaOH auf 7,4 einstellen
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Fixierungslosung:

Fixiert wurde mit einer Losung von 3 % Glutaraldehyd und 0,16 % Natriumsulfid in 100 mM
Natriumphosphatpuffer. VVor jeder Perfusion wurde die Fixierldsung frisch hergestellt und die
Natriumsulfid-Stammldsung erst kurz vor Perfusionsbeginn zugegeben (20-30 min vorher).

Pro Ratte wurden 800 ml angesetzt.

11,04 g NaH,PO,4* H,O in 676 ml Aqua dest. l6sen
+ 96 ml der 25%igen Glutaraldehydldsung

+ 20 ml Natriumsulfid-Stammldsung

pH-Wert mit 10 N NaOH auf 7,4 einstellen

2.7 Aufarbeitung der Gehirne

2.7.1 Paraffineinbettung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Die histologische Aufarbeitung der Gehirne erfolgte in Anlehnung an ein Schema von
Victorov und Barskov (1993).

Die Fixierung der Gehirne erfolgte flr drei Stunden in einem 7:2:1-Gemisch aus Ethanol
(100 %), Formaldehydlésung (37 %) und Eisessig. Aus diesem Gemisch wurden die Gehirne
zur Lagerung in 70%iges Ethanol tberfihrt. Die Paraffineinbettung der in Ethanol gelagerten

Gehirne wurde wie in Tabelle 2 angegeben durchgefiihrt.

Losung Inkubationszeit
Ethanol 96 % uber Nacht
Ethanol 100 % eine Stunde
Ethanol 100 % eine Stunde

Chloroform-Ethanol 1:1 bis zum Absinken des Gehirns

Chloroform-Ethanol 2:1 bis zum Absinken des Gehirns

Chloroform eine Stunde
Chloroform eine Stunde
Paraffin (60 °C) Uber Nacht

Tabelle 2 : Protokoll zur Einbettung der Gehirne in Paraffin
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Nach der oben angefuhrten Prozedur wurden die Gehirne in MetallausgieRformen gelegt und
mit 60 °C warmem Paraffin luftblasenfrei eingegossen. Von den Gehirnen wurden an einem
Schlittenmikrotom 10 um dicke Schnitte angefertigt, zum Glétten in ein 40 °C warmes
Wasserbad gelegt und auf gelatinebeschichtete Objekttrager aufgezogen. Bei den Schnitten
handelte es sich um Koronalschnitte zur Erfassung des Tractus perforans (-6,7 mm bis -7,3
mm posterior von Bregma) und der hippokampalen Region (-2,8 mm bis -4,3 mm posterior
von Bregma). Es wurden jeweils 5 Schnitte auf einen Objekttrager gebracht.

Zur Bestimmung der Zellschadigung im CA1-Band und in der Kdrnerzellschicht des Gyrus
dentatus wurden jeweils drei Objekttrager mit Schnitten aus den Ebenen zwischen -3,3 mm
und -4,5 mm posterior vom Bregma mit Saurefuchsin/Toluidinblau (Kapitel 2.8.1) angefarbt
und ausgewertet. Die verbleibenden Schnitte wurden mit Toluidinblau angeféarbt und fur die

genaue Lokalisation der Elektroden verwendet (Kapitel 2.8.2).

Protokoll zum Beschichten der Objekttrager mit Gelatine:

Chromalaun-Gelatine-L6sung: 1 g Gelatine in 200 ml Aqua dest. bei 75 °C lésen, 0,1
g Kaliumdichromat hinzugeben, gut vermischen, abkihlen lassen und filtrieren
(Haltbarkeit: zwei Tage)

Objekttréager (geschliffen und geputzt) in Féarbegestell fir Objekttrager einsortieren
und 10 mal in Chromalaun-Gelatine-L6sung tauchen

Objekttrager im Warmeschrank bei 60 °C fir eine Stunde trocknen lassen und
Vorgang wiederholen

Nach vollstandigem Trocknen der Objekttrager bis zur Anwendung im Kuhlschrank

lagern

2.7.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (Kryostat) wurden 20 pum dicke Koronalschnitte
angefertigt. Es wurden Schnitte vom lateralen Ventrikel aus den Ebenen +1,0 mm bis -0,4
mm von Bregma ausgehend und hippokampale Schnitte aus den Ebenen zwischen —3,14 mm
und —4,52 mm von Bregma entfernt liegend verwendet. Die Schnitte wurden bis zur weiteren
Verarbeitung bei 4 °C in einer Kryoprotektionslésung, welche aus 25 % Ethylenglycol und 25
% Glycerin in 0,1 M PBS-Puffer zusammengesetzt ist, in 1,5 ml Eppendorfgefalen gelagert.

41



METHODEN

2.7.3 Aufarbeitung der Akutschnitte

Die 400 pm dicken, hippokampalen Schnitte, die wéhrend der ex vivo- Experimente (Kapitel
2.4) in der Schnittkammer waren, wurden in 4 % PFA/0,1 M PBS fir zwei Stunden fixiert
und anschlielend in 30 % Saccharose Uberfiihrt. Nach Absinken der Schnitte wurden am
Gefriermikrotom 30 um dicke Gefrierschnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und
mit Toluidinblau (siehe Tabelle 5) angeféarbt. Die Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop
qualitativ hinsichtlich eines CAl-Schadens untersucht. Die neuronale Dichte wurde jedoch
nicht quantifiziert, da der Hippokampus in den ex vivo Experimenten in einem Winkel von
70° zur Schnittkante geschnitten wurde und somit nicht mit den sonst (blichen

Koronalschnitten verglichen werden konnte.

2.8 Histologische und immunhistochemische Farbungen

2.8.1 Saurefuchsin/Toluidinblau-Farbung der Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte fur die Bestimmung des Zellschadens im CAl Pyramiden-Zellband
wurden mit Saurefuchsin und Toluidinblau gefarbt (Tabelle 3). Dazu wurden sie in Xylol und
einer absteigenden Alkoholreihe (100 - 50 %) entparaffiniert, danach in einer Saurefuchsin-
und einer Toluidinblaulésung geféarbt und nachfolgend in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(50 - 100 %) sowie Xylol entwassert und fixiert. Die Eindeckelung erfolgte mit Histomount.
Bei dieser Farbemethode werden geschadigte Neuronen intensiv rot gefarbt. Ungeschadigte

Neuronen erscheinen blau, wobei der Kern gut sichtbar ist.

Herstellung der Farbeldsungen:

Saurefuchsin: 1 g Fuchsinsdure in 100 ml Aqua dest. I6sen, ein Tropfen
konzentrierte Essigsdure und ein paar Kérner Thymol hinzuftigen
Toluidinblau: 1 g Toluidinblau in 100 ml Aqua dest. I6sen und iber Nacht reifen
lassen; am nachsten Tag 100 ml 96 % Ethanol hinzugeben
(= Stammldsung)
Gebrauchslosung: 2-5 ml der Stamml6sung in 100 ml Aqua dest.

verdinnen (in dunkler Flasche bei RT aufbewahren)
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Losung Inkubationszeit
Xylol | 10 min

Xylol 11 10 min

Optal 5 min

Rotisol 100 % 5 min

Rotisol 90 % 5 min

Rotisol 70 % 5 min

Rotisol 50 % 5 min

Aqua dest. 5 min
Séaurefuchsin 30 Sek.

Agua dest. spulen bis kraftig pink
Toluidinblau 1 min
Aqua dest. 10x schwenken

Rotisol 50 %

10x schwenken

Rotisol 70 %

10x schwenken

Rotisol 90 %

10x schwenken

Rotisol 100 %

10x schwenken

Optal 5 min
Xylol | 5 min
Xylol 11 5 min

Tabelle 3:

2.8.2 Toluidinblaufarbung nach Scheinimmunhistochemie von Gefrier-schnitten

Die quantitative Auswertung der Zellschadigung des CAZl1-Bandes erfolgte durch die
Auszihlung intakter Neurone auf 500 um des CA1-Bandes des dorsalen Hippokampus (-3,6
mm bis -4,3 mm von Bregma) nach einer Toluidinblau-Farbung. Die Auszahlung der
gesunden CAL-Neurone der Gefrierschnitte war schwierig, da die Morphologie nur schlecht
erhalten war und keine eindeutige Unterscheidung zwischen toten und gesunden Neuronen
maoglich war. Eine S&urefuchsin-Toluidinblau-Farbung fir die klare Darstellung von
geschadigten und gesunden Neuronen ist jedoch an Gefrierschnitten nicht moglich. Aufgrund
dessen unterzogen wir die Schnitte einer Vorbehandlung, die an immunhistochemisches

Prozedere angelehnt war (so genannte Scheinimmunhistochemie) mit anschlieender

Protokoll Saurefuchsin/Toluidinblau-Farbung Paraffinschnitte
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Toluidinblau-Farbung. Die  Scheinimmunhistochemie ist an das Protokoll der
Immunzytochemie nach dem Prinzip der Avidin-Biotin-Methode (siehe Kapitel 3.6.6.)
angelehnt und wurde in 24-well-Platten an frei schwimmenden (free-floating) Schnitten
durchgefuhrt. Nach Aufbewahrung der Schnitte in der Kryoprotektionslosung (CPS) und
Waschen in 0,1 M PBS wurden die endogenen Peroxidasen mit einer Lésung aus H,O, und
Methanol blockiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit serumhaltigen 0,1 M PBS und
Lésungen des ABC-Kits flr eine Stunde bei RT behandelt und abschlieBend mit 3,3-
Diaminobenzidin (DAB) inkubiert. Die Schnitte wurden auf Objekttrdger aufgezogen,
luftgetrocknet, mit Toluidinblau angefarbt (siehe Tabelle 4) und mit Histomount eingedeckelt.

Herstellung der Toluidinblaulésung:
1,37 g Na;HPO,4 * 2H,0 + 1,29 g Zitronenséure + 100 ml Toluidinblau + 100 ml Aqua dest.

Lésung Inkubationszeit
Aqua dest. 5 min

Toluidinblau 10 min

Aqua dest. 5 min

Rotisol 50 % 5 min

Rotisol 70 % 5 min (Sichtkontrolle)
Rotisol 90 % 5 min (Sichtkontrolle)
Rotisol 100 % 5 min (Sichtkontrolle)
Optal 5 min

Xylol | 5 min

Xylol Il 5 min

Tabelle 4: Protokoll Toluidinblau-Féarbung Gefrierschnitte
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2.8.3 Immunhistochemie nach dem Prinzip der Avidin-Biotin-Methode

Fir die Untersuchung der Proliferation nach einer Ischd&mie wurde vor der Charakterisierung
der neugebildeten Zellen eine Ubersichtsfarbung aller BrdU-positiven Zellen durchgefiihrt.
AuBerdem wurde die Verteilung von Astrozyten (GFAP-positiv) im Hippokampus untersucht.
Dies erfolgte mittels der Avidin-Biotin-Methode mit anschliefender DAB-Féarbung.

Die Gefrierschnitte wurden nach Aufbewahrung in der CPS-L6sung mehrmals in 0,1 M PBS
gewaschen. Um die endogene Peroxidaseaktivitat zu unterdriicken, wurden die Schnitte fir 30
min in einer Losung aus H,O, und Methanol inkubiert. Damit bei der Anfarbung von BrdU-
positiven Zellen anti-BrdU in ausreichendem Mal3 in den Zellkern und an die DNA gelangen
kann, muss der Schnitt permeabilisiert und das Zytoskelett aufgelockert werden. Dies erfolgt
durch eine Inkubation der Schnitte in 2 N HCI bei 37 °C.

Bei anderen Anfarbungen, z.B. von Astrozyten (GFAP), wird dieser Schritt ibersprungen.
Um eine unspezifische Hintergrundfarbung zu verhindern wurde nach mehrmaligem Waschen
eine Losung von 10 % Normalserum in 0,1 M PBS/0,5 % TritonX fur zwei Stunden
aufgetragen. Dieses Normalserum lagert sich an die niederaffinen unspezifischen
Bindungsstellen. Stellen im Gewebe an und verhindert somit eine unspezifische Bindung des
Primérantikorpers. Als Normalserum wurde Esel-Normalserum (engl. donkey normal serum,
DNS) verwendet, da der spater verwendetet Sekundarantikdrper aus dieser Spezies stammt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Priméarantikorper (in 0,1 M PBS/0,5 % TritonX
und 1 % DNS gel6st). Im 2.Schritt wurde ein biotinylierter Sekundéarantikorper (in 0,1 M PBS
gelost) dazu gegeben, der einen Immunkomplex bildet. Die verwendeten Primar- und
Sekundérantikorper und deren Verdinnungen sind in Tabelle 5 aufgefihrt. An den
Immunkomplex bindet ein Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Verdinnung 1:400 in PBS,
Inkubation flr eine Stunde), dessen freien Stellen an das Biotin des Sekundarantikorpers
bindet. Bei der Farbumsetzung wird DAB (10 mg DAB und 4 pl H,O, in 20 ml PBS)
enzymatisch zu einem schwerloslichen, gelb/braunen Produkt umgesetzt. Das Ende der
Entwicklungszeit wurde unter dem Mikroskop bestimmt und die Reaktion mit Waschen in 0,1
M PBS gestoppt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen, luftgetrocknet,
gegebenenfalls mit Toluidinblau angefarbt (siehe Tabelle 4) und mit Histomount
eingedeckelt. Bei Kontrollversuchen wurde das Protokoll ohne ersten Antikorper

durchgefinhrt.
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Priméarantikorper Verdinnung
Ratte anti BrdU IgG 2a 1:250
Maus anti GFAP 1:500
Sekundarantikorper Verdinnung
Esel anti Maus Biotin-SP 1:500
Esel anti Ratte Biotin-SP 1:5000

Tabelle 5: Ubersicht iiber alle verwendeten Antikorper und deren Verdiinnungen

2.8.4 Immunfluoreszenzmarkierung

Fur die Detektion neu gebildeter Zellen (BrdU-positiv) und deren Markierung mit glialen
(GFAP), mikroglialen (OX-42) und frihen neuronalen (Nestin, DCX) Markern nach Ischamie
bzw. Scheinoperation wurden immunhistochemische Farbemethoden angewendet. Bei einer
gleichzeitigen immunhistochemischen Anfarbung des Zellkern mit BrdU und des Zytoplasmas
auf zellartspezifische Antigene mit einem anderen Farbton lasst sich auf einem Blick die
Zellart und Proliferationsaktivitat beurteilen und dokumentieren. Dieses Prinzip wird bei einer
Doppel-Immunhistochemie genutzt.

Wie in Kapitel 2.7.2 beschrieben, wurden die Gefrierschnitte in der Kryoprotektionslosung bei
4 °C gelagert. Die Schnitte wurden aus der Kryoprotektionslésung in 0,1 M PBS (berfuhrt und
Uber Nacht gewaschen. Alle immunhistochemischen Farbungen wurden an frei
schwimmenden Schnitten in 24-Well-Platten durchgefihrt. Die Schnitte wurden fir die
Darstellung von BrdU-positiven Zellen mit 2 N HCI bei 37 °C fiir eine Stunde behandelt.
Unspezifische Bindungen wurden blockiert, indem sie flr zwei Stunden in den entsprechenden
serumhaltigen Puffern inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem
Primarantikorper bei 4 °C ber Nacht inkubiert. Die Priméarantikérper wurden in 0,1 M
PBS/0,5 % TritonX100 und 3 % DNS bzw. 1-10 % Ziegen-Normalserum (engl.: goat normal
serum, GNS) verdinnt. Nach erneutem Waschen der Schnitte in 0,1 M PBS erfolgte die
Inkubation mit dem Sekundérantikdrper bei Raumtemperatur in Dunkelheit fiir 2h. Die
Sekundarantikdrper wurden in 0,1 M PBS verdiinnt. Die Schnitte wurden erneut gewaschen

und auf Objekttrager aufgezogen. Anschlielend erfolgten die Entwasserung in der
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aufsteigenden Alkoholreihe und die Eindeckelung mit 1,3-diethyl-8-phenylxanthin (DPX). Die
Aufbewahrung der Objekttréger erfolgte abgedunkelt und bei 4 °C.

Fir die Kombination zweier immunhistochemischer Farbungen wurden zwei
Standardprotokolle verwendet: die sequenzielle Farbung (S) und die Farbung im Cocktail (C).
Bei der Farbung im Cocktail wurden die verwendeten Primadr- und Sekundérantikdrper
kombiniert auf die Schnitte gegeben. Dieses Farbeprotokoll konnte aber nicht fir alle
Mehrfach-Féarbungen, insbesondere nicht in Verbindung mit BrdU (z.B. OX-42/BrdU),
angewendet werden, da insuffiziente oder falsch positive Farbungen entstanden. Die Ursache
sehen wir in der HCI-Behandlung der Schnitte, die flr die Farbung von BrdU notwendig ist.
Dabei werden wahrscheinlich die Antigene flr verschiedene Antikorper auf den Schnitten
beschadigt und eine Farbung mit dem zweiten Erstantikdrper dadurch nicht moglich. Fir den
Erhalt einer eindeutigen Farbung wurden die Schnitte sequenziell angeféarbt. In diesem
Protokoll wurden die Schnitte mit dem Primar- und Sekundérantikorper des ersten Antikorpers
(z.B. OX-42) behandelt und anschlieBend mit 4 % PFA/0,1 M PBS fixiert. Danach wurden die
Schnitte mit HCI behandelt und mit den Primar- und Sekundarantikérper fur BrdU inkubiert.
Die Anwendung der zwei verschiedenen Protokolle mit den entsprechenden Verdiinnungen
der Antikorper ist in Tabelle 6 zusammengefasst. Parallel zu den immunhistochemischen
Farbungen wurden Kontrollfarbungen durchgefiihrt. Hierbei wurde das Standardprotokoll, mit
Ausnahme der Applikation des Primarantikdrpers, durchgefuhrt. In  keiner der

Kontrollfarbungen konnte eine spezifische Anfarbung festgestellt werden.
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Priméarantikorper Verdinnung Farbeprotokoll (S
oder C)
Kaninchen anti S-1003 1:500 und 1:1000 C
Maus anti B111-Tubulin 1:750 C
Maus anti GFAP 1:250 C
Maus anti Nestin 1:200 C
Maus anti NeuN 1:750 S
Maus anti OX-42 1:50 S
polyklonal Huhn anti GFAP 1:100 C
polyklonal Kaninchen anti 1:1000 S
Mensch + Maus Caspase 3 aktiv A
polyklonal Ziege anti DCX 1:300 SundC
Ratte anti BrdU IgG 2a 1:100 SundC
Sekundéarantikorper Verdinnung Farbeprotokoll (S
oder C)
Esel anti Huhn Cy2 1:100 C
Esel anti Ratte Cy2 1:500 SundC
Esel anti Maus Cy3 1:500 SundC
Esel anti Ziege Cy3 1:500 SundC
Ziege anti Kaninchen Cy3 1:500 C
Ziege anti Maus Cy3 1:500 C
Ziege anti Kaninchen Alexa Fluor 1:250 S
568

Tabelle 6: Ubersicht Gber alle verwendeten Antikérper, deren Verdinnung und Férbeprotokoll
(sequenzielle Féarbung, S; Farbung mit Cocktail, C)
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2.8.5 Aufarbeitung und Farbung der Gefrierschnitte fiir den autometallo-

graphischen Nachweis von Thallium

Schneiden und Nachfixierung:

An einem Gefriermikrotom (Leica, Microm) wurden von dem Gehirn 25 pm dicke
Koronalschnitte (-3,14 mm und —4,52 mm vom Bregma) angefertigt (Kammer und
Objekttemperatur —25 °C) und in PBS Uberfuhrt. Innerhalb von 30 min mussten die Schnitte
auf Objekttrager aufgezogen werden, da sonst das Thallium aus den Schnitten diffundierte (in
10 mM PBS). AnschlieBend wurden die Schnitte luftgetrocknet. Fir die Bestimmung des
Zellschadens im  CAl-Band wurde jeder 10. Hippokampusschnitt in  der
Kryoprotektionsldsung bei 4 °C aufbewahrt. Die getrockneten Schnitte wurden fiir 10 min in
einer Glutaraldehydlésung nachfixiert und anschliefend 2 x 5 min in 0,01 M PBS rehydriert.

Kontrolliertes Auswaschen von tberschiissigem Thallium mit NaDEDTC:
Die Eigenschaft von Natrium Diethyldithiocarbamat trihydrat (NaDEDTC) Thallium zu

chelatisieren wurde ausgenutzt, um langsam und kontrolliert Thalliumsulfid (TI,S) wieder aus
den Schnitten auszuwaschen.

DEDTC zersetzt sich in Wasser, wobei Schwefelkohlenstoff freigesetzt wird.
Schwefelkohlenstoff reagiert mit dem Gewebe und erzeugt eine unspezifische
Hintergrundfarbung bei der Versilberung. Man kann daher mit dieser Losung nicht zu lange
auswaschen (max. 60 min) und muss sie vor Beginn des Auswaschens frisch ansetzen (ca. 15
min vorher, damit sich das DEDTC gut l6st). Bevor das Plastikgefd? mit dem DEDTC
geoOffnet wird, muss es sich auf RT erwarmt haben, damit sich kein Kondenswasser an der
Substanz niederschlagt.

Die Objekttrager mit den Schnitten wurden fiir 5 und 10 min in einer frisch angesetzten und
vollstandig gelosten 0,1 % DEDTC-L6sung (500 ml H,O + 0,5 g DEDTC) gestellt. Die
verwendeten Zeiten sind Erfahrungswerte und wurden in Vorversuchen ermittelt.

AnschlieBend wurden die Schnitte 20 min in Aqua dest. gewaschen.

Auswaschen von Zinksulfid:

Das bei er Sulfidperfusion entstehende Zinksulfid kann mit Hilfe von HCI aus den Schnitten
entfernt werden (Danscher, 1996; Stoltenberg und Danscher, 2000). Thalliumsulfid I6st sich
in HCI nicht, sondern bildet Mischkristalle aus TI,S und noch schwerer l6slichem
Thalliumchlorid (TICI) (Holleman, 1995). Die auf den Objekttrdgern befindlichen Schnitte
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wurden fir 30 min in 0,1 N HCI gestellt, anschlieend fur 15 min in Aqua dest. gewaschen
und vor der folgenden physikalischen Entwicklung luftgetrocknet.

In jeder Farbung wurden Kontrollschnitte mitgefiihrt. Zum einen wurden Schnitte nicht mit
DEDTC behandelt und wurden direkt mit HCI behandelt. Hierbei wurde das Uberschussige
Thallium nicht herausgewaschen, aber durch die Inkubation in HCI das Zinksulfid. Zum
anderen wurden Schnitte weder mit DEDTC noch mit HCI behandelt. Diese Schnitte wurden
fir 15 min in Aqua dest. gewaschen und dann getrocknet. In diesen Schnitten wurde sowohl

kein Thallium als auch kein Zinksulfid ausgewaschen.

Physikalische Entwicklung (Farbung):

Die Entwicklung wurde durchgefuhrt, wie von Danscher (1981) nach einem modifizierten
Protokoll von Timm (1958a, b) eingefuhrt.

Die Gummi arabicum-L6sung wurde so angesetzt, dass zu einer bestimmten Menge Gummi
arabicum die doppelte Menge H,O gegeben wurde (1 kg Gummi arabicum / 2 | Wasser). Die
Lésung durfte zu keinem Zeitpunkt mit Metallen in Kontakt kommen und wurde funf Tage
sehr langsam geriihrt. Danach lieR man sie flr einige Stunden stehen, damit grobe Partikel
absinken konnten. Dann goss man je 240 ml der Losung in einen Kunststoff-Behélter. Die
Losung konnte gefroren unbegrenzt gelagert werden. Da die Reaktion auch
temperaturabhéngig war, musste das Gummi arabicum nicht nur aufgetaut sein, sondern auch
RT erreicht haben. Der fertige Entwickler enthielt eine kolloidale Losung (Gummi arabicum)
mit Hydrochinon als Reduktionsmittel, Zitratpuffer zum Ans&uern der Ldsung und eine
Silbernitratlosung als Silberquelle fur die Farbung. Die Entwicklerlosung wurde wie folgt
hergestellt:

Entwicklerlésung (410 ml fir zwei Kivetten):

1. 250 ml Gummi arabicum-L&sung wurden in einen 1lI-Erlmeyerkolben gegeben.

2. 10 g Zitronensaure-Monohydrat wurden in 25 ml H,O gel6st. Nach vollstdéndigem
Lésen der Zitronensdure wurden 9,7 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat hinzu gegeben.
Wenn sich dieses geldst hatte, wurde die Losung im Messzylinder auf 40 ml aufgeftllt
und zu der Gummi arabicum-L6&sung gegeben.

3. 3,4 g Hydrochinon wurden in 60 ml H,O gel6st. Dann wurde die Lésung zu der
Gummi arabicum-L6sung gegeben.

4. 0,42 g Silbernitrat wurden in 60 ml H,O gel6st. Diese Losung wurde zu der Gummi

arabicum/Zitratpuffer/Hydrochinon-LAsung gegeben und das Ganze 5 min verrihrt.
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Es musste darauf geachtet werden, dass nicht mit zu hoher Geschwindigkeit gerthrt wurde,
damit sich nicht zu viele Luftblasen in der Lésung ansammelten. Es sollte aber insbesondere
nach Zugabe des Silbernitrats auch nicht zu langsam geriihrt werden, da eine gleichméaRige
Verteilung des Silbernitrats wichtig war. Vor der Zugabe der Silbernitrat-Losung wurde der
Erlmeyer-Kolben mit Alufolie umwickelt, um die Losung vor Lichteinfall zu schitzen. Die
fertige, silberhaltige Losung ist lichtempfindlich, so dass die Entwicklung in
lichtundurchlassigen Kunststoff-Kivetten erfolgte. Die Silbernitrat-Lésung wurde erst hinzu
gegeben, wenn die Objekttrager mit den getrockneten Schnitten in den Farbekivetten standen
und somit alle VVorbereitungen flr die Farbung getroffen waren. Nach 150 min wurde die
physikalische Entwicklung abgebrochen und die Schnitte fur 15 min unter flieRendem
Leitungswasser gewaschen. Die Schnitte konnten ber Nacht in Aqua dest. aufbewahrt
werden. AnschlieBend wurden die Schnitte entwassert (aufsteigende Alkoholreihe, Xylol)
und mit Histomount eingedeckelt. Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Leica DMR
Mikroskop.

Fir die Bestimmung des qualitativen Schadens der CA1-Neurone wurden hippokampale
Schnitte nach einer Scheinimmunhistochemie mit anschlieRender Toluidinblaufarbung (siehe
Kapitel 3.6.3.2) angefertigt.

29 Histologische Auswertung

2.9.1 Bestimmung des Zellschadens in der hippokampalen Formation nach globaler

zerebraler Ischamie

Bei der quantitativen Bestimmung morphologisch gesunder Neurone in der CALl-
Pyramidenzellschicht der hippokampalen Formation wurden runde, blau gefarbte Neurone mit
einem deutlichen Nukleolus an je drei Schnitten des dorsalen Hippokampus (-3,6 mm bis -4,3
mm posterior von Bregma) ausgezahlt. Pro Schnitt und pro Hemisphéare wurden 3 x 500 pum
der CAl-Region ausgezéhlt und das arithmetische Mittel + SEM ermittelt. Fir die
Auszéhlung der Neurone wurden die Gefrierschnitte nach einer Scheinimmunhistochemie mit
anschlieBender Toluidinblau-Farbung (siehe Kapitel 3.6.3.2) und die Paraffinschnitte nach der
Saurefuchsin/Toluidinblau-Farbung (siehe Kapitel 3.6.3.1) verwendet.

In der Versuchsreihe der elektrophysiologischen Messungen in vivo wurden zusétzlich die
Anzahl intakter Neurone der Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus auf 250 pm bestimmt. Es

wurden 4 x 250 pum (2 x oberes Blatt, 2 x unteres Blatt des Gyrus dentatus) in jeder
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Hemisphare von zwei Schnitte pro Tier gez&hlt. Aus der Neuronenanzahl der linken und
rechten Hemisphére wurde das arithmetische Mittel + SEM gebildet.
Das Auszéhlen der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops und eines Z&hlokulares

bei einer 20fachen VergroRerung.

2.9.2 Lokalisation der Elektroden im Gehirn

Fir die Lokalisation der Elektroden aus der Versuchsreihe der elektrophysiologischen
Messungen in vivo wurden die Paraffinschnitte mit Toluidinblau (siehe Tabelle 3, ohne
Saurefuchsin) angefarbt und am Lichtmikroskop hinsichtlich der genauen Lokalisation der
Elektroden ausgewertet. Beispiele fiir die Lokalisation der Reiz- und Ableitelektroden sind in
Abb. 12 dargestellt. Bei falscher Position der Elektroden wurde das entsprechende Tier aus

der Auswertung herausgenommen.

B
) » - it e R I )
& e R ¥
.::;,_. T @
Gyrus dentatus“f‘f: -Tractug perf_oré’rj;
Ableitelektrode Reizelektrode

Abb. 12: Lokalisation der Reiz- und Ableitelektroden im praparierten Gehirn (A), nach dem Atlas von
Paxinos und Watson (B) und im histologischen Bild (C)
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2.9.3 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung

Fir die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurden je drei hippokampale (-3,6 mm
bis -4,3 mm von Bregma) und striatale Schnitte (+1,0 mm bis +0,2 mm von Bregma) pro Tier
verwendet. Dabei  wurden in  verschiedenen  Strukturen des Gehirnes die
immunhistochemischen Signale an einem Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskop in einer
konfokalen Ebene mit einer 40fachen VergréRRerung blind ausgewertet. Das Konfokale-Laser-
Scanning-Mikroskop war mit einem Argon-Laser (Emission: 488 nm) und einem
Helium/Neon-Laser (Emission: 543 nm) ausgestattet und Doppelmarkierungen wurden mit
Hilfe von Z-Stacks Uberprift. Hierzu wurden einzelne Zellen mit einer optischen Dicke von 1
pum gescannt. Die Anzahl der Z-Stack-Schnitte kann zwischen 15 und 17 Ebenen pro Zelle
betragen. Die Pinhole6ffnung wurde auf die willklrliche Einheit 1 gesetzt und fiir jeden Kanal
SO justiert, dass ein optischer Schnitt von 1,9 um gegeben war. Durch die Verwendung der
Paletten-Funktion der Pascal 5 Software konnte die optimale Einstellung der Helligkeit und
des Kontrastes jeder Aufnahme gewahrleistet werden.

Die verschiedenen Strukturen die ausgewertet wurden sind in Abb. 13 dargestellt. Die Anzahl
der markierten Zellen im CA1-Band des dorsalen Hippokampus wurde durch Ausz&hlung von
5 x 200pum in jeder Hemisphére bestimmt. In der Kdrnerzellschicht des oberen und unteren
Blattes des Gyrus dentatus wurden 4 x 200 um gezéhlt. Markierte Zellen wurden entlang von
2 X 200 pm Abschnitten an den Ventrikelwanden gezéhlt, in einem Areal das 60 um in das
striatale Parenchym hineinreichte. In der Fissura hippocampi, Hilus und Striatum wurden die
markierten Zellen auf einer Flache von 200 pm x 200 um bestimmt. Zwischen der rechten
und linken Hemisphdre konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, so dass die
Daten als arithmetische Mittel und SEM von allen Zahlungen, von beiden Hemispharen von

allen Tieren einer Gruppe pro Auszdhlungsgebiet angeben wurden.

Abb. 13:
Auswertschema fir die

D immunhistochemischen
/ C Féarbungen.
Striatum Abkurzungen der aus-
/ gewerteten Regionen:
d3V-dorsaler
j 3.Ventrikel, v3V-
ventraler 3.Ventrikel;
/ DG-Gyrus dentatus,
LV-lateraler Ventrikel
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2.10 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (siehe
Kapitel 3.6.4). Fur die statistische Absicherung der Daten kamen folgende Tests zur
Anwendung:

a) ANOVA, beim Vergleich elektrophysiologischen Daten zu den verschiedenen Zeitpunkten
(/O Kurve an den verschiedenen Tagen).

b) Mann-Whitney-U-Test, beim Vergleich unabhangiger Stichproben; z.B. verschiedenartiger
Gruppen (Ischamie/Scheinoperation) hinsichtlich der Zellschadigung und Daten aus der
Immunhistochemie.

Die Irrtumswahrscheinlichkeiten sind folgendermaRen dargestelit:

Irrtumswahrscheinlichkeit p: <0,05 <0,01 <0,001

Symbol: * *% *%% zwischen zwei verschiedenen
Gruppen
° o0 eee innerhalb einer Gruppe, z.B.

zwischen oberem und unterem

Blatt des Gyrus dentatus
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3. Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Messungen an der freibeweglichen Ratte nach globaler

zerebraler Ischamie

3.1.1 Histologische Auswertung

Evaluation des neuronalen Schadens im CAl1-Band und im Gyrus dentatus der

hippokampalen Formation 11 Tage nach globaler Ischdmie

Nach den elektrophysiologischen Messungen in vivo wurden die Tiere 11 Tage nach Ischdmie
bzw.  Scheinoperation  dekapitiert, die  Gehirne  histologisch  aufgearbeitet
(Saurefuchsin/Toluidinblau-Féarbung) und ausgewertet.

Die Auswertung der Schnittpraparate zeigte, dass nach 10minutigem Abklemmen der beiden
Karotisarterien mit gleichzeitiger Reduzierung des Blutdruckes ein massiver Verlust der
Pyramidenzellen in der CAl-Region der hippokampalen Formation hervorgerufen wurde. Im
histologischen Bild wurden Neurone mit gut sichtbaren, blau gefarbten, runden Nuklei als
intakt bewertet (Abb. 14A, B). Im geschédigten Gebiet waren neben einigen Uberlebenden
Pyramidenzellen und Zelltrimmern auch deformierte, geschrumpfte, intensiv rot gefarbte
Zellkorper zu finden (Abb. 15A, B).

Die Auswertung histologisch aufgearbeiteter Hippokampusschnitte scheinoperierter Ratten
ergab 116,8 + 12,25 Pyramidenzellen pro 500 pm im CAl-Band (n=12). Bei diesen
Hippokampusschnitten konnten keine dunkelrot gefarbten Neurone im CAL-Band festgestellt

werden, so dass es keine Hinweise auf beschadigte oder abgebaute Pyramidenzellen gab.
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Abb. 14: Darstellung der hippokampalen Formation (A) und deren Pyramidenzellen in der CAl-
Region (B) mit der Saurefuchsin/Toluidinblau-Farbung nach einer Scheinoperation. In (B) sind die
gesunden Pyramidenzellen mit gut sichtbaren, blau gefarbten, runden Nuklei erkennbar.

In der Literatur (z.B. Kirino und Sano, 1984) ist nach globaler zerebraler Ischdmie ein
verzogerter Zelltod im CA1-Band beschrieben. An den ersten Tagen stirbt nur eine geringe
Anzahl von Pyramidenzellen ab, nach ca. sieben Tagen kann das Maximum an Degeneration
im CAL Band festgestellt werden. In den Hippokampusschnitten dieser Serie wurden 10 Tage
nach globaler Ischamie 36,3 + 5,9 Pyramidenzellen pro 500 um im CA1-Band (n=20) gezahlt.
Der Unterschied zwischen Tieren nach Ischamie und Scheinoperation war signifikant
(p<0,001; Mann-Whitney-U-Test; sieche Abb. 16A).

Abb. 15: Darstellung der hippokampalen Formation (A) und deren Pyramidenzellen in der CAl-
Region (B) mit der S&urefuchsin/Toluidinblau-Farbung 10 Tage nach einer Ischdmie. In (B) waren
neben einigen (Uberlebenden Pyramidenzellen (Pfeil) und Zelltrimmern auch deformierte,
geschrumpfte, intensive rot geférbte Zellkdrper zu finden.
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Im Gyrus dentatus wurden nach einer Sdurefuchsin/Toluidinblau-Farbung keine deformierten
oder dunkelrote Neurone in der Koérnerzellschicht des Gyrus dentatus gefunden und kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Neuronen zwischen scheinoperierten und
ischamischen Tieren festgestellt (Scheinoperation: 124,25 + 7,23 Neurone/250 pum; Ischédmie:
129,34 + 3,44 Neurone/250 pm; n=7-12; Mann-Whitney-U-Test; Abb. 16B).

A Anzahl der Pyramidenzellen im CA1-Band 10d nach
Ischéamie und Scheinoperation
e *k*%k
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Abb. 16: Graphische Darstellung des morphologischen Schadens in der CAl-Region (A) der
hippokampalen Formation und im Gyrus dentatus (B) 11 Tage nach Ischdmie bzw. Scheinoperation.
Die Anzahl der Uberlebenden Neurone im CAL1-Band war in der Gruppe der ischdmischen Tiere
signifikant niedriger als in den scheinoperierten Tieren (n=12-20; p<0,001, Mann-Whitney-U-Test).
Im Gyrus dentatus hingegen war keine signifikante Abnahme der Neurone nach der Ischdmie
feststellbar.
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3.1.2 Messungen der Input/Output-Kurve und Basislinie

3.1.2.1 Veranderungen der Populationspikeamplitude

Die elektrophysiologischen Messung in vivo an der freibeweglichen Ratte erfolgten durch
bipolare Reizung des Tractus perforans und Ableitung von fEPSP slope und PSA in der
Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus.

Nach globaler Ischamie wurde eine schnelle und sehr stark ausgepragte Abnahme der PSA in
der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus festgestellt (Abb. 17A). Schon am Tag eins nach
Abklemmen der Karotisarterien wurde im Vergleich zu dem vor-ischdmischen Wert eine
signifikante Abnahme der PSA bei der Aufnahme einer Basislinie und 1/0-Kurve festgestellt.
Die signifikante Abnahme der PSA nach der Ischdmie blieb im Vergleich zu der PSA vor
Ischdmie bei allen Reizstarken wéhrend der 1/0-Kurve erhalten (p<0,001; ANOVA). Bei der
maximalen Stimulation mit 900 pA konnte nach Ischdmie nur eine 32 % PSA im Vergleich
zu dem Wert vor der Ischdmie erreicht werden. Bis zum Tag 10 nach Ischdmie konnte keine
Erholung der PSA in der I/O-Kurve (Abb. 17A) bzw. in der Basislinie festgestellt werden.
Aufgrund des zum Teil totalen Verlustes der PSA nach der Ischdmie wurden die Messdaten

nicht prozentual angegeben, sondern in absoluten Werten.

A /O PSA Ischdmie B IfO PSA Scheinoperation
—&— vor Ischamie, n= 23 —&—vor Scheinoperation, n= 13
7 —O—1d nach Ischamie, n= 23 7 —O—-1d nach Scheinoperation, n= 12
6 -—®— 2d nach Ischamie, n= 22 £ +—® 2d nach Scheinoperation, n= 12
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Abb. 17: In den Graphen wird die Entwicklung der PSA in der 1/0-Kurve vor und bis zu 10 Tage nach
Ischdmie (A) und Scheinoperation (B) dargestellt. Hierbei sind die dramatische Abnahme der PSA
nach Ischamie und die unveranderte PSA nach Scheinoperation sehr deutlich sichtbar.
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Bei der Aufnahme einer 1/O-Kurve und Basislinie nach einer Scheinoperation wurde kein
signifikanter Unterschied der PSA zu den Werten vor der Scheinoperation festgestellt (Abb.
17B). Die PSA der I/0O-Kurve der scheinoperierten Tiere war an allen Tagen und bei jeder
Reizstarke hoher als die PSA der ischdmischen Tiere (ab 300 pA signifikant, Mann-Whitney-
U-Test).

3.1.2.2 Verdnderungen des fEPSP slope

Im Gegensatz zu der signifikanten Abnahme der PSA nach der Ischamie wurde keine
signifikante Abnahme des fEPSP slope bei der Aufnahme einer Basislinie oder 1/0-Kurve
(Abb. 18 A) festgestellt. Die Werte der 1/0-Kurve zwischen der ischamischen und
scheinoperierten Gruppe waren zu keinem Zeitpunkt (1, 2, 7 und 10 Tage; ANOVA mit
wiederholten Messungen, gefolgt vom Turkey’s Test) und bei keiner Reizstarke signifikant
unterschiedlich. In der isch&mischen als auch in der scheinoperierten Gruppe erhielt man bei
der schwachsten Reizstarke (100 pA) nach der jeweiligen Operation die niedrigeren
Antworten als vor der Operation. Da dies in beiden Gruppen der Fall war scheint dieser Effekt
nicht allein durch die Ischamie bedingt zu sein (Abb. 18 A, B). Nach Auftragen der PSA
gegen die fEPSP slope (E-S-Kurve), wurde eine massive Abnahme des maximalen PS-Wertes
und auflerdem eine starke Verschiebung der E-S-Kurve nach rechts deutlich (Abb.18 C).
Dieser Effekt war transient und am Tag sieben nach der Ischdmie zeigte diese Kurve eine

partielle Uberlappung mit der Kurve, die einen Tag vor Ischamie aufgenommen wurde.
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Abb.18: In den Graphen wird die Entwicklung der fEPSP slope in der 1/0-Kurve vor und bis zu 10
Tage nach Ischdmie (A) und Scheinoperation (B) dargestellt. In der ischdmischen als auch in der
scheinoperierten Gruppe erhielt man bei der schwéchsten Reizstarke (100 pA) nach der jeweiligen
Operation niedrigere Antworten als vor dem Eingriff. Dadurch ist die Reduktion der fEPSP slope in
der ischamischen Gruppe wahrscheinlich nicht auf den Insult zuriickzufiihren. In (C) wurden die
Werte der PSA gegen die fEPSP slope aufgetragen (E-S-Kurve). Die Verschiebung der Kurve nach
rechts am Tag eins deutet auf eine Abnahme der Erregbarkeit hin.

3.1.3 Induktion einer Langzeitpotenzierung

In diesem Teil der elektrophysiologischen Messungen in vivo wurde eine hoch frequente
Stimulation verwendet, die eine Potenzierung der Neurone der Kornerzellschicht tber einen
Zeitraum von ca. acht Stunden induzierte (Langzeitpotenzierung, LTP). Es wurde einen Tag
vor Ischdmie eine LTP induziert, um eine Art ,,Basislinie-LTP* zu erzeugen. Damit sollten
die Signale nach der Ischdmie verglichen werden und auflerdem wurden dadurch Tiere, die

sich vor den operativen Eingriffen nicht potenzieren lieRen aus der Gruppe entfernt. Die
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verwendeten Stimulationsparameter fur diese Form der LTP wurden aus folgenden Griinden
verwendet:

1.) Da die Tiere vor und nach Ischamie tetanisiert werden sollten, musste eine schwache LTP
erzeugt werden, die nur fir ca. acht Stunden und nicht Uber Tage anhielt. Messungen 24
Stunden nach der Stimulation vor der Ischdmie zeigten, dass die PSA nach der induzierten
Potenzierung wieder die Hohe der Basislinie zuriickgegangen war.

2.) Da der Einfluss einer Potenzierung auf die Neurodegeneration nicht Klar ist, wurde die
LTP schwach induziert, damit die Ischdmie nicht bei Neuronen im potenzierten Zustand

durchgefihrt wird.

3.1.3.1 Langzeitpotenzierung vor der Ischdmie und 10 Tage nach der Ischdmie

In Abb. 19A, B werden die LTP Werte der Ratten vor Ischdmie bzw. Scheinoperation
angezeigt. Die beiden Gruppen zeigten einen Potenzierungsverlauf, der nicht signifikant
unterschiedlich war. Einen Tag nach Stimulation hatten die PSA wieder die Basislinienwerte

zuriick erlangt.
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Abb.19: Die Graphen zeigen die PSA vor und bis zu 5 h nach Stimulation (roter Pfeil) einen Tag vor
dem ischdmischen Insult (A) oder der Scheinoperation (B). Dabei ist kein Unterschied zwischen den
Gruppen sichtbar.

In Abb. 20 werden die LTP Werte der Ratten 10 Tage nach der Ischdmie bzw.
Scheinoperation angezeigt. Wie in Kapitel 3.1.2.1 beschrieben wurde eine Abnahme bzw. ein
Verlust der PSA nach Ischamie in der Basislinie und in der 1/0-Kurve festgestellt. Trotz der
starken Reduzierung der PSA war es am Tag 10 nach der Ischdmie mdglich eine LTP zu
induzieren (Abb. 20A). Diese LTP konnte auch Uber mehrere Stunden aufrechterhalten

werden. Jedoch war der absolute Wert der PSA signifikant niedriger als in der
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scheinoperierten Gruppe (Abb. 20B) und vor dem Abklemmen der beiden Karotisarterien.
Der Mittelwert der Werte der Basislinie betrug 10 Tage nach der Ischamie nur 20,5 £ 1,7 %
vom vor-ischdmischen Wert (vor der Ischdmie 1,67 £ 0,06 mV gegentber 0,34 + 0,02 mV
nach der Ischamie; n=6 Basislinienwerte) und die maximale Potenzierung betrug nur 38 %
vom entsprechendem vor ischdmischen Wert [vor der Ischdmie 3,85 £+ 0,42 mV (Abb. 19A)
gegeniber 1,43 £ 0,36 mV nach der Ischamie (Abb. 20B); n=18-22 Tiere].
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Abb.20: Die Graphen zeigen die PSA vor und bis zu 4h nach Stimulation (roter Pfeil) in Tieren, die
10 Tage zuvor einem ischamischen Insult (A) oder Scheinoperation (B) ausgesetzt waren. Vor der
Induktion einer LTP zeigten die Tiere 10 Tage nach der Ischdmie nahezu keine PSA auf (auch nach
starker Reizstarke in 1/0-Kurve, siehe Abb. 17A). Nach Stimulation wurde eine signifikante Zunahme
der PSA festgestellt, die jedoch nicht die Werte einen Tag vor der Ischdmie oder 10 Tage nach einer
Scheinoperation erreichten (Mann-Whitney-U-Test). Die Daten der scheinoperierten Tiere zeigten
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich ihrer Plastizitdt im Vergleich zu den Werten vor der
Scheinoperation.

Bei Betrachtung der PSA als Prozentzahl der Basislinienwerte nach der Potenzierung nach
Ischdmie betrug der maximale Wert nach Stimulation 428% des Basislinienwertes (Mittelwert
von sechs Messungen der Basislinie: 0,343 £ 0,02 mV; Durchschnitt des maximalen Wertes
nach Potenzierung: 1,47 + 0,4 mV). Vor der Ischamie betrug der relative Wert nur 230 %
(Mittelwert von sechs Messungen der Basislinie vor Stimulation: 1,67 + 0,06 mV;
Durchschnitt des maximalen Wertes nach Potenzierung: 3,85 + 0,42 mV). Dieser Effekt war
deutlicher ausgeprégt, wenn Tiere, die keinen ischd&mischen Standardschaden im CA1-Band
aufwiesen, aus der Analyse herausgenommen wurden (Definition der Ausreiler: Tiere, bei
denen mindestens 65 % der neuronalen Dichte der scheinoperierten Tiere nachgewiesen
wurde). Diese Definition traf auf 4 Tiere zu, die folgende Anzahl an Neuronen pro 500 pm
aufwiesen: 83,3 £ 2,1. In der Gruppe mit einem ausgepragten Standardschaden in CA1 (17,3
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+ 1,3 Neurone pro 500 pum) wurde eine Potenzierung der PSA von 2000 % verglichen mit der
Basislinie festgestellt (Mittelwert von sechs Messungen der Basislinie vor Stimulation: 0,048
+ 0,01 mV; Durchschnitt des maximalen Wertes nach Potenzierung: 1,13 + 0,03 mV). Diese
auBergewohnlich hohe Potenzierung ist begrindet durch die extrem niedrigen
Basislinienwerte, die in diesen Tieren gemessen wurden (Abb. 19A, 20A). Interessanterweise
waren in dieser Gruppe einige Tiere, die Uberhaupt keine PSA in der 1/0-Kurve aufwiesen
(bis zu der Reizstarke von 900 pA), aber nach der Potenzierung eine normal geformte, aber
kleine PSA hatten (Abb. 21A). In acht ischamischen Tieren wurden 24 Stunden nach der
nach-ischdmischen Stimulation Messungen der Basislinie durchgefiihrt. In diesen Tieren
wurde dann keine Potenzierung mehr festgestellt.

Scheinoperierte Tiere zeigten keinen groRen Unterschied in der Héhe der Potenzierung vor
und nach der Operation (vor der Operation: 231 % Potenzierung im Vergleich zur Basislinie;
nach der Operation: 206 % Potenzierung im Vergleich zur Basislinie; Abb. 19B, 20B, 21B).
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Abb.21: Die Graphen stellen die Entwicklung der analogen Signale eines ischamischen (A) bzw.
scheinoperierten (B) Tieres 0, 2 und 10 Tage nach der Stimulation dar. Bei dem ischamischen Tier
kann die drastische Abnahme der PSA nach Ischdmie (griine Linie) und die Zurlickgewinnung der
PSA am Tag 10 nach Stimulation (rote Linie) feststellen. Bei dem scheinoperierten Tier kann zu
jedem Zeitpunkt eine nahezu unveranderte PSA gemessen werden.
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3.1.3.2 Langzeitpotenzierung zwei Tage nach der Ischdmie

Um zu Uberprifen, ob die funktionelle Regeneration durch Stimulation auch zu einem friihen
Zeitpunkt nach der Ischdamie maglich ist, wurden in einem anderen Experiment die Tiere am
Tag zwei nach der Ischdmie tetanisiert. Zu diesem Zeitpunkt war die PSA in den Messungen
der Basislinie stark reduziert, aber im Gegensatz zu 10 Tagen nach der Ischamie konnte zu
diesem frihen Zeitpunkt keine LTP mittels hochfrequenter Stimulation induziert werden
(Abb. 22A). In der scheinoperierten Gruppe hingegen war es moglich eine Potenzierung der
PSA zu induzieren (Abb. 22A). Die Stimulation am Tag zwei hatte auch keinen Einfluss auf
die weitere Abnahme der Funktion der granulédren Neurone in der ischamischen Gruppe (1/0-

Kurve an den Tagen nach dem Tetanus, Abb. 22B).
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Abb 22: (A) Darstellung der PSA vor und fiinf Stunden nach Stimulation (roter Pfeil) in Tieren, die
zwei Tage zuvor eine globale Ischdmie bzw. Scheinoperation erhielten. Wéhrend die scheinoperierten
Tiere eine normale Plastizitdt aufwiesen, konnte in den ischdmischen Tieren keine LTP induziert
werden. (B) Darstellung der PSA in den 1/O-Kurven der ischdamischen Gruppe. Hierbei wurde eine
dramatische Abnahme der PSA nach Ischdmie festgestellt.

64



ERGEBNISSE

3.2 Elektrophysiologische Messungen ex vivo nach globaler zerebraler Ischamie

In den elektrophysiologischen Versuchen ex vivo wurden Tiere 10 und 56 Tage nach der
Ischdamie bzw. Scheinoperation verwendet. Dabei wurden die PSA im Gyrus dentatus nach
unterschiedlich hohen Reizungen im Tractus perforans (I/0O-Kurve) abgeleitet und eine LTP
mittels Tetanisierung ausgeldst. Die Akutschnitte wurden anschlieBend hinsichtlich der GréRe

des CAl1-Schadens mit einer Toluidinblau-Férbung untersucht.

3.2.1. Messung der Populationsspikeamplitude 10 Tage und 56 Tage nach der Ischamie

Im Gegensatz zu den elektrophysiologischen Messungen in vivo, bei denen nach Ischamie
nahezu keine PSA gemessen wurde (siehe Kapitel 3.1.2.1), wurde in den ex vivo-Versuchen
kein signifikanter Unterschied zwischen den 1/0-Kurven in den hippokampalen Schnitten der
ischdmischen und scheinoperierten Tiere nach 10 und 56 Tagen gefunden (Abb. 23B). Nach
der Tetanisierung wurde sowohl in den scheinoperierten Tieren, als auch in den Tieren 10
Tage (Abb. 23A) und 56 Tage (Abb. 23C) nach Ischamie eine signifikante Erhéhung der PSA
erzeugt, die aber nicht unterschiedlich war (Tabelle 7A).

Um zu dberprifen, ob die Ischdmie Auswirkungen auf die rekurrente Inhibition im
synaptischen Schaltkreis hatte, wurden Doppelpulse-Experimente durchgefihrt. Dazu wurde
das Verhéltnis der zweiten Reizantwort (PSA 2) zur ersten Reizantwort (PSA 1) bestimmt,
das Aufschluss uber die Qualitat der Inhibition gibt. Werte kleiner 1 entsprechen einer
Hemmung, Werte groler 1 einer Fazilitierung der 2. Reizantwort.

In den Schnitten der Tiere 10 und 56 Tage nach Scheinoperation und Ischdmie wurden vor
und zwei Stunden nach der Tetanisierung dhnliche Werte erzielt (PSA2 vs. PSAL; Tabelle
7B). Diese Ergebnisse zeigen, dass die rekurrente Inhibition auch in den Tieren 10 und 56

Tagen nach Ischamie vorhanden ist.
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A PSA vor PSA 60 min nach PSA vor PSA 60 min nach
Tetanisierung Tetanisierung Tetanisierung Tetanisierung
Scheinoperation in | Scheinoperation in | Ischamie Ischdmie
[mV] [mV] in [mV] in [mV]

10 Tage -0,96 £ 0,14 -1,71 £ 0,27 -0,93+0,13 -1,86 £ 0,33

56 Tage -0,94 £ 0,48 -2,43 £ 2,30 -0,74 £ 0,23 -2,07 £ 0,61

B PSA2 vs. PSA1 PSA2 vs. PSA1 2 | PSA2vs. PSAl PSA2 vs. PSA1 2h
vor Tetanisierung | h nach vor Tetanisierung | nach Tetanisierung
Scheinoperation Tetanisierung Ischdmie Ischdmie

Scheinoperation
10 Tage 0,82 + 0,07 0,89 + 0,05 0,81+ 0,07 0,97 £ 0,04
56 Tage 0,76 £ 0,07 0,93 +0,08 0,80 +0,03 0,88 +£ 0,07

Tabelle 7: Tabellarische Darstellung der PSA (A) vor und 60 Minuten nach Tetanisierung bzw. die
Ergebnisse der Doppelpulse-Depression (B) vor und zwei Stunden nach Tetanisierung 10 und 56 Tage
nach Scheinoperation und globale Ischdmie ex vivo. Mittelwert = SEM.
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Abb. 23: Darstellung der elektrophysiologischen
Messung ex vivo 10 Tage (A) und 56 Tage (C)
nach der Ischdmie oder der Scheinoperation.
Hierbei wird deutlich, dass eine ex vivo
Tetanisierung (roter Pfeil) in Schnitten wvon
ischamischen Tieren die gleiche LTP wie von
scheinoperierten Tieren hervorruft. Im Gegensatz
zu den in vivo Versuchen wurde in den ex vivo
Versuchen kein Unterschied in den 1/O-Kurven
von ischamischen und scheinoperierten Tieren
festgestellt (B).
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3.2.2 Histologische Darstellung der Akutschnitte

Die qualitative Uberpriifung der Akutschnitte hinsichtlich einer neuronalen Schadigung der
CALl Pyramidenzellen erfolgte nach einer histologischen Farbung mit Toluidinblau. Sowohl
10 Tage als auch 56 Tage nach globaler Ischdmie wurden ein massiver Zellverlust und eine
grolle Anzahl von Zelltrimmern im CA1-Band der hippokampalen Formation festgestellt
(Abb. 24). Im Gegensatz dazu gab es in den Schnitten 10 und 56 Tage nach Scheinoperation
keinen offensichtlichen Verlust von Pyramidenzellen (Abb. 24).
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Abb. 24: Darstellung der CA1 Region der hippokampalen Region nach Toluidinblaufarbung in in
vitro-Schnitten von Tieren nach Scheinoperation (A) oder Ischamie (B). Auch hier wurden ein
massiver Zellverlust nach der Ischdmie und ein nahezu unversehrtes Zellband nach der
Scheinoperation festgestellt.

67



ERGEBNISSE

3.3 Proliferation und Differenzierung nach globaler zerebraler Ischamie

Die Proliferation und Differenzierung nach globaler zerebraler Ischdmie wurde, im Vergleich
zu anderen Literaturdaten, zu sehr frihen Zeitpunkten untersucht. Die Neurogenese und
Gliogenese wurden unter Basalbedingungen und einen Tag bzw. drei Tage nach globaler

zerebraler Ischdmie analysiert.

3.3.1 Evaluierung des neuronalen Schadens im CAl-Band einen Tag und drei Tage

nach Ischamie

In Kapitel 3.1.1 wurde bereits erwéhnt, dass die globale zerebrale Ischdmie einen massiven
Verlust an Pyramidenzellen in der CA1-Region des Hippokampus verursacht. Die neuronale
Degeneration, die zu einem verzogerten Zelltod fihrt ist, wird mit einer Nissl-Farbung an Tag
zwei bis drei sichtbar und ist nach ca. finf Tagen vollstandig ausgebildet.

Die Tiere wurden am Tag eins bzw. drei Tage nach der Ischamie perfundiert, die Gehirne
histologisch aufgearbeitet (Gefrierschnitte, Scheinimmunhistochemie mit Toluidinblau-
Féarbung) und ausgewertet. In der Versuchsreihe wurden Kontrollgruppen (Scheinoperation)
mitgefiihrt. Im histologischen Bild wurden Neurone mit gut sichtbaren, blau geférbten, runden
Nuklei als intakt bewertet (Abb. 25A, C). Am Tag eins nach der Ischdmie wurde nur eine sehr
kleine Anzahl abgestorbener Pyramidenzellen gefunden (Abb. 25B), so dass auf eine
Quantifizierung des Schadens im CA1-Band verzichtet wurde. Am Tag drei nach der
Ischamie wurden im geschadigten Gebiet neben einigen uberlebenden Pyramidenzellen und
Zelltrimmern auch deformierte und geschrumpfte Neurone gefunden (Abb. 25D), so dass hier
die Anzahl (Uberlebender Neurone bestimmt wurde. Die Auswertung histologisch
aufgearbeiteter Hippokampusschnitte scheinoperierter Tiere ergab nach 3 Tagen eine Anzahl
von 139,3 + 2,3 Pyramidenzellen pro 500 um = SEM im CA1-Band (n=10). Drei Tage nach
Ischdmie wurden nur noch eine Zahl von 23,3 + 11,5 Pyramidenzellen pro 500 um + SEM im
CALl-Band (n=9) gezahlt (Abb. 26). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war statistisch
signifikant (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test).
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Abb. 25: Scheinimmunhistochemie mit anschliefender Toluidinblau-Férbung zur morphologischen
Darstellung des CAl1-Bandes der hippokampalen Formation einen Tag und drei Tage nach
Scheinoperation bzw. Ischdmie. Sowohl einen als auch drei Tage nach Scheinoperation (A, C) sah das
CAl-Band intakt aus. Einen Tag nach der Ischdamie (B) wurden nahezu keine apoptotischen Neurone
im CAl-Band gesichtet. Im Gegensatz dazu wurde am Tag drei nach der Ischdmie (D) ein massiver
Zellverlust detektiert.
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Abb. 26: Graphische Darstellung des morphologischen Schadens in der CAL-Region der
hippokampalen Formation drei Tage nach der Ischdmie bzw. nach der Scheinoperation. Die Anzahl
der Uberlebenden Neurone im CA1-Band war bei den der ischdmischen Tiere signifikant niedriger als
bei den scheinoperierten Tieren (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test).
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3.3.2 Basale Proliferation und durch Ischamie induzierte Proliferation im

Hippokampus und an der Subventrikularzone des lateralen Ventrikels

BrdU-positive Zellen wurden sowohl unter Kontrollbedingungen als auch nach globaler
zerebraler Ischamie analysiert. Einen Tag nach der Ischamie konnte in den ischdmischen
Tieren kein signifikanter Unterschied zu den scheinoperierten Tieren in den untersuchten
Regionen des Vorderhirns festgestellt werden (Tabelle 8). Abgesehen von den beiden
Proliferationszonen (SGZ und SVZ) wurden einen Tag nach der Ischdmie bzw. der
Scheinoperation nur in geringem Mal3e proliferierende Zellen gefunden.

Drei Tage nach der Ischdmie wurde jedoch eine signifikante Zunahme an BrdU-positiven
Zellen in allen hippokampalen Regionen, an allen Ventrikelwéanden und im Striatum
festgestellt (Tabelle 8). Regionen, die ndher am Schadensgebiet lokalisiert waren, wiesen eine
héhere Anzahl an BrdU-positiven Zellen auf, als Regionen, die weiter entfernt lagen. Im
Striatum, im Hilus, an der Ventrikelwand des dorsalen und ventralen 3.Ventrikels und in der
CALl-Pyramidenzellschicht der Kontrollgruppe wurden hingegen kaum BrdU-positive Zellen
gefunden. Die BrdU-markierten Kerne der hippokampalen SGZ beider Gruppen waren als
ungleichmaRig geformte Ansammlungen (=Cluster) vorzufinden. Die Fissura hippocampi,
eine Struktur, die zwischen dem CA1-Band und dem Gyrus dentatus lokalisiert ist, ist reich
an BlutgefalRen. In unmittelbarer Nahe dieser BlutgefalRe und des Striatum wurden drei Tage
nach globaler Ischdmie zahlreiche proliferierende Zellen gefunden, unter Basalbedingungen
jedoch nahezu keine BrdU-positiven Zellen. Deweiteren wurde auch eine grol3e Zunahme von
proliferierender Zellen an den Ventrikelwanden des ventralen und dorsalen 3.Ventrikels
(~10fach) detektiert. Dabei ist es von Bedeutung, dass die Ventrikelwand des dorsalen
3.Ventrikels unmittelbar am geschadigten CA1-Pyramidenzellband lokalisiert ist und somit
ein schnelles Einwandern der proliferierenden Zellen in das Schadensgebiet ermdglicht
werden konnte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine globale zerebrale Ischdmie nach drei Tagen
eine massive Zunahme an proliferierenden Zellen in allen Regionen des Vorderhirnes

hervorruft
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Brdu DEX BrdumDCX
Region Schein- Ischamie Schein- Ischamie Schein- Ischamie
operation operation operation
1Tag DG total g5+ G609 40+ 33 I3 Tx24| 5608 4+04
DG a+14 58+08 36,1+£34 28+£245 53+14 33+1,4
Oberes Biatt *
DG G9+06 T3+1.2 439+£37 | 38A+28 F+049 47+£0,8
Unteres Blatt .
LY 134,1+84 130,3£5,7 T2+£34 T42+64 9+ 26 0+5
3Tage | DGtiotal EO+07 26231 ansE£19 [ 19717 4707 52+£09
DG 865+07 282+£309 27114 187+2 4306 37+08
Oberes Biatt ok =+
DG B,6+£09 24223 3 x3 223815 52=x08 GE+1,2
Unteres Blatt Aok * e .
LV MY1+£47 [ 17292117 | 81,354 929+6 | GO4+45 [EE4+549
Striatum 07+03 A6 B+T 5 5,2+06 42+1 01+0 0,2+01

Tabelle 8: Anzahl der immunhistochemischer Signale von BrdU-, DCX- und DCX/BrdU-positiven
Zellen einen Tag und drei Tage nach der Scheinoperation bzw. der Ischdmie. Die Zellen im Gyrus
dentatus und lateralen Ventrikel wurden entlang des Zellbandes gezdhlt. ,,DG total“ gibt die
Gesamtanzahl von Zellen des oberen und unteren Blattes des Gyrus dentatus an, wohingegen ,,DG
oberes Blatt* und ,,DG unteres Blatt* nur die Anzahl der Zellen des oberen bzw. unteren Blattes des
Gyrus dentatus darstellen. Striatale Zellen wurden pro 0,08mm? wiedergegeben. Alle Ergebnisse
wurden als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen den
scheinoperierten und ischdmischen Tiere wurden durch *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 dargestellt.
Zwischen dem oberen und unteren Blatt des Gyrus dentatus wurden die signifikanten Unterschiede
durch e p<0,01, e p<0,05 dargestellt (Mann-Whitney-U-Test).

3.3.3 Analyse der proliferierenden Zellen auf Apoptose

Durch die hohe Anzahl von BrdU-positiven Zellen drei Tage nach der Ischamie in der
geschadigten Pyramidenzellschicht stellte sich die Frage, ob alle proliferierenden Zellen
uberleben und sich differenzieren oder ob einige wieder absterben. Aufgrund dessen wurden
die proliferierenden Zellen auf Apoptose Uberprift. Hierzu wurde eine Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung mit Antikorpern gegen die aktivierte Caspase-3 gegen BrdU durchgefihrt.

In keinem der untersuchten Schnitte wurde eine Doppelmarkierung mit beiden Antikdrpern
detektiert (Abb. 27), woraus man schlieBen kann, dass die proliferierenden Zellen drei Tage

nach der Ischdmie im Vorderhirn keine Apoptose durchlaufen.
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Abb. 27: Konfokale Darstellung von aktive Caspase-3 (rot)- und BrdU (griin)- positiven Zellen in der
CA1-Region drei Tage nach der Ischdmie. Es wurde keine Doppelmarkierung der beiden Antikdrper
festgestellt.

3.3.4 Neurogenese einen bzw. drei Tage nach globaler Ischamie

Doppelmarkierung von BrdU mit DCX

Da in den elektrophysiologischen Messungen in vivo schon einen Tag nach der Ischdmie eine
starke Abnahme der PSA aber eine unveranderte fEPSP slope in der Kdrnerzellschicht des
Gyrus dentatus festgestellt wurde, war es von groRem Interesse die Neurogenese zu diesem
frihen Zeitpunkt nach der Ischamie zu untersuchen. Hierzu wurden Tiere einen Tag und drei
Tage nach der Ischamie bzw. Scheinoperation verwendet. Es wurde eine Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung mit Antikérpern gegen Doublecortin (DCX) und BrdU durchgefuhrt und die
Anzahl an DCX und DCX/BrdU-positiven Zellen in verschiedenen Regionen des
Vorderhirnes mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops gezahlt (Abb. 28). DCX
ist ein Marker flr frihe adulte Neurogenese (Brown et al., 2003a; Couillard-Despres et al.,
2005).

Weder in der scheinoperierten noch in der ischdmischen Gruppe wurden nach einem Tag bzw.
nach drei Tagen DCX-positive Zellen in der CAl-Pyramidenzellschicht, in der Fissura
hippocampi, im Hilus, am dorsalen und ventralen 3.Ventrikel oder im Striatum gefunden. Im

Gegensatz dazu wurden in der Kodrnerzellschicht des Gyrus dentatus (Abb. 28) und an der
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Ventrikelwand des lateralen Ventrikels eine Vielzahl an DCX und DCX/BrdU-positiven
Zellen gefunden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Einen Tag nach der globalen Ischdmie wurde in beiden Proliferationszonen (SGZ und SVZ)
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der BrdU, DCX und DCX/BrdU-positiven
Zellen beobachtet (Tabelle 8). Die absolute Anzahl DCX-positiver Zellen im Gyrus dentatus
unterschied sich statistisch nicht von der Kontrollgruppe. Jedoch konnte innerhalb der
ischamischen Gruppe eine signifikant héhere Anzahl von DCX-positiven Zellen im unteren
Blatt des Gyrus dentatus nachgewiesen werden (29 + 2,5/ 800 um oberes Blatt gegenuber
38,5 + 2,8/ 800 um unteres Blatt; p< 0,05 Mann-Whitney-U-Test).

Drei Tage nach der globalen Ischamie wurde neben der signifikanten Zunahme an BrdU-
positiven Zellen eine signifikante Abnahme von DCX-positiven Zellen im Gyrus dentatus
(Tabelle 8) festgestellt. Die Anzahl von BrdU-positiven Zellen, die mit DCX doppelmarkiert
sind, war aber im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich. In den
scheinoperierten Tieren waren 78 % aller BrdU-positiven Zellen im Gyrus dentatus ko-
lolalisiert mit DCX, aber in der ischamischen Gruppe waren nur 20 % der BrdU-positiven
Zellen im Gyrus dentatus mit DCX kolokalisiert.

Beim Vergleich des oberen Blattes gegen das untere Blatt des Gyrus dentatus hinsichtlich der
Anzahl von DCX-positiven Zellen wurde drei Tage nach globaler Ischdamie eine signifikant
hoher Anzahl von DCX-positiven Zellen im unteren Blatt (23,8 £ 1,5/ 800 um gegeniber 15,7
+ 2,0/ 800 um des oberen Blattes, p<0,01 Mann-Whitney-U-Test) des Gyrus dentatus
festgestellt (Mann-Whitney-U-Test). Bei der Betrachtung der DCX/BrdU-positiven Zellen im
oberen und unteren Blatt des Gyrus dentatus konnte ebenfalls drei Tage nach Ischdmie eine
signifikant hohere Anzahl im unteren Blatt des Gyrus dentatus detektiert werden. In den
scheinoperierten Tieren wurde ein tendenzieller Unterschied hinsichtlich der Anzahl von
DCX und DCX/BrdU-positiven Zellen zwischen dem oberen und unteren Blatt des Gyrus
dentatus nachgewiesen, dieser war jedoch nicht signifikant.

An der SVZ des lateralen Ventrikels wurde drei Tage nach Ischdmie eine starke Zunahme von
proliferierenden Zellen analysiert, aber kein signifikanter Unterschied der DCX und
DCX/BrdU-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Trotz der hohen Anzahl proliferierender Zellen (BrdU-positiv) in den Proliferationszonen drei
Tage nach Ischamie konnte nur ein Bruchteil der neugebildeten Zellen als DCX-positiv
charakterisiert werden. Aufgrund dessen wurden die proliferierenden Zellen auf andere
Marker hin (Nestin, BIII-Tubulin, NeuN, GFAP, OX-42) untersucht.
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50 pm

Abb. 28: Neu gebildete Neurone im Gyrus dentatus drei Tage nach der Ischdmie, die mittels
DCX/BrdU immunhistochemischer Doppelfarbung angefarbt und an einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop aufgenommen wurden. In Bild (A) wird die Verteilung neu gebildeter Neurone
(doppelt markiert) nach Ischdmie in den beiden Blattern des Gyrus dentatus dargestellt (Pfeile). Man
beachte, dass all diese Neurone deutlich doppeltmarkiert fiir BrdU (griin fluoreszierender Nukleus)
und Doublecortin (rot fluoreszierendes Zytoplasma der Somata und Dendriten) sind. Beispiele fiir
DCX-positive/BrdU-negative Zellen wurden mit Sternchen markiert. (B) zeigt einen Z-Stack eines neu
gebildeten Neurons, welches fur beide Antikérper BrdU- und DCX-positiv ist. In (C) werden beide
Kanéle einer doppelt markierten Zelle separat fur rote und griine Fluoreszenz sowie das tbereinander
gelegte Bild présentiert.

Doppelmarkierung von BrdU mit Nestin, BIII-Tubulin und NeuN

Nachdem der GroRteil der proliferierenden Zellen drei Tage nach der Ischdmie im Vorderhirn
nicht DCX-positiv war, wurden andere neuronale Marker getestet. Mit dem neuronalen
filamentdsen Marker Nestin (Abb. 29) und den neuronalen Markern BIII-Tubulin und NeuN
(Abb. 30) wurden nur vereinzelt oder keine Doppelmarkierungen mit BrdU in beiden
Gruppen gefunden. Fur die weitere Charakterisierung des Groldteiles an proliferierenden
Zellen drei Tage nach der Ischdmie wurden gliale Marker (GFAP, OX-42) hinsichtlich der

Doppelmarkierung getestet.
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Abb. 29: Darstellung der immunhistochemischen Doppelféarbung der Antikdrper gegen Nestin (rot)
und BrdU (gruin) drei Tage nach Ischamie. (A) zeigt die Verteilung von BrdU- und Nestin-positiven
Zellen im CALl-Band der hippokampalen Formation. Hier konnten nur vereinzelt eine doppelt
markierte Zellen (Pfeil, Bild rechts) detektiert werden. Auch im Hilus (B) und im Striatum (C) konnte
nur eine geringe Anzahl von doppelt markierten Zellen festgestellt werden.

S0pm

Abb. 30: Darstellung eines Z-Stack nach einer immunhistochemischen Doppelfarbung gegen NeuN
(rot) und BrdU (gruin) drei Tage nach der Ischamie. In (A) wird die Verteilung von BrdU- und NeuN-
positiven Zellen im Gyrus dentatus dargestellt. Hier konnten keine Zellen deutlich als doppelt markiert

detektiert werden. Auch im CAl-Band (B) der hippokampalen Formation konnten keine doppelt
markierten Zellen festgestellt werden.
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3.3.5 Aktivierung und Proliferation von Mikroglia nach globaler Ischamie

Fir die Untersuchung der Verteilung der Mikroglia/Makrophagen-Aktivierung nach globaler
zerebraler Ischamie wurden Tiere 1, 3 und 14 Tage nach der Ischdmie bzw. Scheinoperation
verwendet und eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit  Antikdrpern  gegen
Mikroglia/Makrophagen (OX-42) und BrdU durchgefiihrt. Die quantitativen Auszahlungen
von OX-42 und OX-42/BrdU-positiven Zellen wurden einen Tag und drei Tage nach der
Ischéamie in verschiedenen Regionen des VVorderhirns durchgeftihrt. Die jeweiligen Ergebnisse

sind in den Tabellen 8 und 9 dargestelit.

Einen Tag nach der Ischdmie

In allen hippokampalen Regionen und im Striatum wurden einen Tag nach der
Scheinoperation Mikroglia und Makrophagen detektiert (Tabelle 9), die aber nicht nach dem

operativen Eingriff gebildet wurden (OX-42-positiv / BrdU-negativ).

Ardu ox-42 BrdUiOM-42
Schein- Ischamie Schein- Ischamie Schein- Ischamie
operation operation operation
cal 0101 0,201 1,107 184+44 1] 0
Fiszura 34049 2EX0H 131 €63 | 294£645 0101 0301
hip pocampi
vy 289+11 40+04 443+1145 | GBEBxE4 n4=+02 0e8+0,3
d3v 3707 504 2B6E£88 | 455+£80 01 +£01 05+0,1
nG 10,7+1,2 g83+04 11,8+52 2047 01+0,1 0301
Hilus 1,3+04 09+02 18,4 +8,1 288+£52 1] 0
L 1386+£104 | 1469+£153 461 +14 53+£454 1,9+07 23+04
Striatum Ta+23 7714 1645+6,1 A99+33 1] 31,4

Tabelle 9: Anzahl von BrdU-, OX-42- und OX-42/BrdU-positiven Zellen einen Tag nach der
Scheinoperation bzw. Ischdmie. Die Zellen wurden in 3 Schnitten pro Tier an einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop ausgewertet. Die Zellen in CA1, ventraler 3.Ventrikel (v3V), dorsaler
3.Ventrikel (d3V), Gyrus dentatus (DG) und lateraler Ventrikel (LV) wurden entlang von 800um
gezahlt. In der Fissura hippocampi, im Hilus und im Striatum wurden pro 0,08mm? wiedergegeben.
Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte = SEM dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen
den scheinoperierten und ischdmischen Tiere werden durch *p<0,05, **p<0,01 dargestellt (Mann-
Whitney-U-Test).
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Am Tag eins nach der Ischdmie wurde jedoch eine signifikante Erhéhung von Mikroglia und
Makrophagen im Schadensgebiet (CA1-Pyramidenzellband) und im Striatum festgestellt.
Allerdings wurde nur im Striatum und am dorsalen 3.Ventrikel (d3V) eine signifikante
Erhohung von neugebildeten Mikroglia-Zellen (OX-42/BrdU-positiv) beobachtet.

3 Tage nach der Ischdmie

Drei Tage nach der Scheinoperation wurden Mikroglia und Makrophagen nur an den
Ventrikelwénden des ventralen 3.Ventrikel, dorsaler 3.Ventrikel und lateralen Ventrikel
gefunden (Tabelle 10). Diese Zellen waren sehr klein und mit kurzen Ausldaufern versehen,
die fur die Morphologie der ruhenden Mikroglia charakteristisch sind. In den (brigen
Regionen, in denen am Tag eins nach der Scheinoperation Mikrogliazellen analysiert wurden,

zeigten am Tag drei aber keine Farbung mit OX-42.

Hrdu OX-42 BrdUiOx-42

Schein- Ischamie Schein- Ischamie Schein- Ischamie

operation operation operation
Ca1 01+0 BT 477 1] 101,5+458 1] 45+75
Fissura 3404 FR 395 1] BEa+84 1] AA+0 4
hip pocampi ke ack ok
vV 28+07 16,5+3,3 147+£3 28121 0,3+0,3 11,331
dv 304 N3 £4 J4£12 a34£745 01+£01 22336
DG TBx1E 485+45 5 1] 41,7+54 1] 219+£33
Hilus 2706 g96=+10,2 1] 99 7 +8.8 1] f3,3+6,8
LV 245+£89 | 15839+14 1,1 %1 f15=+854 1] 18,4=+08
Striatum 25+04 594127 1] 65,7 £8.6 1] 288+£4

Tabelle 10: Anzahl der BrdU-, OX-42- und OX-42/BrdU-positiven Zellen drei Tage nach
Scheinoperation, bzw. Ischdmie. Die Zellen wurden in 3 Schnitten pro Tier an einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop gezéahlt. Die Zellen in CAl, ventraler 3.Ventrikel (v3V), dorsaler
3.Ventrikel (d3V), Gyrus dentatus (DG) und lateraler Ventrikel (LV) wurden entlang von 800 pm
gezahlt. In der Fissura hippocampi, im Hilus und im Striatum wurden pro 0,08 mm? wiedergegeben.
Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen
den scheinoperierten und ischamischen Tiere werden durch *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
dargestellt (Mann-Whitney-U-Test).
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Im CA1-Band der hippokampalen Formation (Abb. 31D) wurden drei Tage nach der Ischdmie
101,5 + 5,8 Mikroglia/Makrophagen pro 800 um detektiert, wovon ungeféahr 50 % mit BrdU
doppelmarkiert waren. Betrachtet man die Doppelmarkierung von der Anzahl der BrdU-
Zellen ausgehend, wurden ca. 80 % aller BrdU-Zellen des CA1-Bandes nach der Ischamie als
Mikroglia und Makrophagen charakterisiert. Die Morphologie der OX-42-positiven Zellen
hatte sich im CAL-Band in eine amdboide Gestalt verwandelt (Abb. 31C, D). Nicht nur im
Schadensgebiet (CA1) wurde eine signifikante Zunahme an Mikroglia/Makrophagen nach
Ischdmie beobachtet, sondern in nahezu jeder Region des Vorderhirnes (Tabelle 10).
Regionen, wie der Hilus, Fissura hippocampi, Gyrus dentatus und Striatum (Abb. 31A, B),
die vor dem Insult nahezu keine OX-42-positive Zelle enthielten, zeigten nach einer globalen
Ischamie eine massive Zunahme von Mikroglia/Makrophagen. Eine Vielzahl aller
Mikroglia/Makrophagen-Typen wurde im Striatum gesichtet, obwohl diese Region des

Gehirnes sehr weit vom Schadensgebiet entfernt ist.

Abb. 31: Expression von Mikroglia/Makrophagen im Hippokampus drei Tage nach der Ischamie. (A)
zeigt einen Z-Stack einer neu gebildeten Zelle, die sowohl BrdU- (griin) als auch OX-42-positiv (rot)
ist. In (B) werden die beiden separaten Kandle und ein zusammengefiigtes Bild beider Kanéle zur
Darstellung einer neu gebildeten Mikrogliazelle (BrdU/OX-42-positiv) im Striatum gezeigt. (C) stellt
die groRe Anzahl Doppelmarkierungen in der CAl-Region der hippokampalen Formation dar (Pfeile).
In Abb. D werden einzelne proliferierende Mikrogliazellen vergroRert dargestellt. BrdU-negative
Zellen sind mit Sternchen markiert.
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Wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben stieg die Anzahl BrdU-positiver Zellen in jeder untersuchten
Region drei Tage nach der globalen Ischamie signifikant an. Mit Ausnahme des Gyrus
dentatus wurde in nahezu allen hippokampalen Regionen 70-80 % aller BrdU-positiven
Zellen als Mikroglia/Makrophagen-Zellen charakterisiert. Im Gyrus dentatus wurden nur 45
% aller BrdU-Zellen mit OX-42 doppelmarkiert.

An allen Ventrikelwanden wurde drei Tage nach der Ischdmie eine hohe Zunahme von
Mikroglia und neugebildeter Mikroglia (OX-42/BrdU-positiv) beobachtet. Die Dichte der
Mikroglia-Zellen war an allen Ventrikelwénden nahezu gleich, aber an der Wand des d3V
wurde eine signifikant hohere Anzahl von OX-42/BrdU, verglichen mit dem ventralen
3.Ventrikel (v3V) festgestellt (*p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). 42 % aller Mikroglia-Zellen
am d3V wurden nach der Ischamie neu gebildet, aber nur 21 % am v3V. Trotz der héchsten
Anzahl von BrdU-positiven Zellen am LV, wurden nur 11 % aller BrdU-Zellen als Mikroglia
charakterisiert.

14 Tage nach der Ischdmie

Fir die Untersuchung des Vorkommens von Mikroglia und Makrophagen zu einem spéteren
Zeitpunkt nach der Ischdmie wurden Tiere 14 Tage nach der Ischdmie verwendet. Diese Tiere
erhielten kein BrdU, so dass keine Aussagen hinsichtlich der Proliferation von Mikroglia-
Zellen getroffen wurden. Es wurden lediglich qualitative Aussagen uber die Verteilung von
Mikroglia-Zellen im Hippokampus und Striatum getroffen (Abb. 32).

Auch zu diesem spéteren Zeitpunkt (14 Tage) nach der Ischdmie wurde eine hohe Anzahl von
Mikroglia/Makrophagen-Zellen in allen hippokampalen Regionen und im Striatum
beobachtet. Eine sehr stark ausgepragte Farbung wurde im Stratum moleculare (Abb. 32A)
erzielt. Ob es sich bei den Mikrogliazellen um neugebildete Mikrogliazellen handelt, kann

aufgrund der fehlenden Injektion von BrdU (Proliferationsmarker) nicht beantwortet werden.
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Abb. 32: Darstellung von Mikroglia/Makrophagen-Zellen 14 Tage nach Ischdmie. Die Tiere erhielten
keine Injektion von BrdU, so dass keine Aussage hinsichtlich der Proliferation von
Mikroglia/Makrophagen getroffen werden kann. In Abbildung (A) wird eine Ubersicht der Verteilung
von OX-42-positiven Zellen im Hippokampus dargestellt. Im CA1-Band (B) und im Hilus (C) der
hippokampalen Formation wurde 14 Tage nach der Ischdmie die grofite Anzahl von OX-42-positiven
Zellen detektiert. Im weiter entfernten Striatum (E) und an der SVZ des lateralen Ventrikels (D) wurde
eine Vielzahl von Mikroglia/Makrophagen festgestellt.
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3.3.6 Aktivierung und Proliferation von Astrozyten nach globaler Ischamie

Fir die Untersuchung der Proliferation und der Aktivierung von Astrozyten nach globaler
Ischamie wurden Tiere drei und 14 Tage nach der Ischdmie verwendet. Es wurden Schnitte
von Tieren, die drei Tage nach der Ischdmie bzw. Scheinoperation perfundiert wurden,
hinsichtlich der Aktivierung, Verteilung und Proliferation von GFAP-positiven Astrozyten im
Vorderhirn untersucht. Dafiir wurde eine Immunfluoreszenz-Féarbung gegen die Antikorper
GFAP und BrdU durchgefhrt.

Abb. 33: Expression von BrdU (griin) und GFAP (rot) drei Tage nach der Ischdmie (C, D). Unter
Kontrollbedingungen wurde im CAl1-Band (A), im Gyrus dentatus und Hilus (B) eine geringe Anzahl
proliferierender Zellen und eine gleichm&Rige Verteilung von sternformigen GFAP-positiver
Astrozyten festgestellt, die nicht doppelt markiert waren. Drei Tage nach der Ischdmie wurde eine
Erhéhung der proliferierenden Zellen im CA1-Band (C) und im Gyrus dentatus/Hilus (D) gezeigt.
Eine Doppelmarkierung wurde hingegen aber nicht detektiert.

In scheinoperierten Tieren (Abb. 33 A, B) wurde nur eine geringe Anzahl von BrdU-positiven
Zellen im Gyrus dentatus detektiert, die keine Doppelmarkierung mit dem glialen Marker
GFAP aufwiesen. Ischdmische Tiere zeigten eine groRere Anzahl von BrdU-positiven Zellen
im gesamten Vorderhirn (siehe Kapitel 3.3.2) und die Astrozyten waren im Vergleich zur
Kontrollgruppe vergrolert (hypertrophe Astrozyten) (Abb. 33C, D). Trotz der hohen Anzahl
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von BrdU-positiven Zellen drei Tage nach der Ischamie wurden nur vereinzelt
Doppelmarkierungen des glialen Markers GFAP und des Proliferationsmarkers BrdU
festgestellt.

Da man drei Tage nach Ischdmie nur eine VergroBerung und keine Proliferation der
Astrozyten sah, wurde mit den Schnitten wvon Tag 14 nach Ischamie eine
immunhistochemischen Féarbung nach dem Prinzip der Avidin-Biotin-Methode mit dem
Astrozytenmarker GFAP und ohne dem Proliferationsmarker BrdU (Kapitel 2.8.3) (Abb. 34B,
C, E) durchgefuhrt. Anschliel3en erfolgte eine Toluidinblauférbung.

Abb.34: Darstellung der hippokampalen Formation 14 Tage nach der Ischdmie bzw. Scheinoperation
mit Hilfe der immunhistochemischen Avidin-Biotin-Methode und anschlieBender Toluidinblau-
Farbung. In Abbildung (A) sind die Neurone kréftig blau angeféarbt und die braun gefarbten GFAP-
positiven Astrozyten gleichméBig im CAl-Band und dem gesamten Hippokampus verteilt (D). Im
Gegensatz dazu ist ein Grofteil der Neurone nach Ischamie (B) abgestorben und nur noch vereinzelt
im CAl-Band vorhanden. Die Astrozytenanzahl im CA1-Band und Stratum moleculare (E) nimmt
nach Ischamie deutlich zu, aber auch die Morphologie &ndert sich nach der Ischdmie. Die Astrozyten
andern ihre sternférmige Gestalt in angeschwollene Zellen. Der Ubergang vom Schadensgebiet der
CA1/CA2 zur gesunden CA3-Region (C) wird sowohl durch die runden Neurone (links) als auch
durch die abnehmende Anzahl von GFAP-positiven Astrozyten deutlich.

14 Tage nach der Scheinoperation (Abb. 34A, D) wurde eine gleichméaBige Verteilung von
GFAP-positiven Astrozyten im Gehirn festgestellt. Die Astrozyten zeigten eine typisch
sternformige Gestalt und es wurde keine Konzentrierung der Astrozyten in einer bestimmten
Region im Gehirn beobachtet. Nach Ischdmie zeigte sich jedoch ein anderes Bild. Die GFAP-
positiven Astrozyten waren 14 Tage nach Ischamie angeschwollen, hatten aber noch ihre
sternférmige Gestalt und waren nicht mehr gleichméRRig im Gehirn verteilt (Abb. 34B). In
Abb. 34E kann man eine Konzentrierung von Astrozyten im geschadigten CAL-

82



ERGEBNISSE

Pyramidenzellband bis zur Fissura hippocampi und im Hilus erkennen. Im CA1-Band (Abb.
34B, C) wurde der neuronale Zelltod bis zum gesunden CA3-Band mit Hilfe der
Toluidinblaufarbung eindeutig dargestellt. Der Eindruck des massiven Schadens wurde durch

die selektiv angehdufte Ansiedlung der Astrozyten im geschédigten Gebiet unterstutzt.

3.3.7 Doppelmarkierung von Nestin und dem Astrozytenmarker GFAP nach globaler

Ischamie

Aufgrund der Konzentrierung der Astrozyten im Schadensgebiet und im Hilus und der
geringen Proliferation von GFAP-positiven Astrozyten drei Tage nach der Ischdmie wurden
weitere Untersuchungen 1, 3 und 14 Tagen nach der Ischdmie durchgefihrt. Hierzu wurden
die Astrozyten hinsichtlich einer Re-Expression des Intermediarfilament-Markers Nestin

untersucht.

1 Tag nach der Ischamie

Mit den Schnitten der Tiere, die einen Tag nach der Ischdmie dekapitiert wurden, wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung gegen den glialen Marker GFAP und den Interfilament-Marker
Nestin durchgefuhrt und qualitativ an einem Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop
ausgewertet.

In scheinoperierten Tieren wurde eine gleichmé&Rige Verteilung von sternformigen GFAP-
positiven Zellen im gesamten Gehirn detektiert. An den Proliferationszonen des Gyrus
dentatus und LV sowie am v3V wurden vereinzelt Nestin- positive Zellen festgestellt, die
nicht mit dem glialen Marker GFAP doppelt markiert waren.

In ischdmischen Tieren wurde eine Verteilung von GFAP-positiven Zellen im Gehirn
beobachtet, die der scheinoperierter Tiere glich. Allerdings wurden im Hilus (Abb. 35B)
angeschwollene  (hypertrophe)  Astrozyten analysiert, die teilweise mit dem
Intermediérfilament-Marker Nestin doppelt markiert waren. Im CA1- Pyramidenzellband,
Fissura hippocampi, Gyrus dentatus, Striatum und an den Ventrikelwénden des d3V, v3V
und LV wurde einen Tag nach Ischdmie eine signifikante Zunahme verschiedener Formen
von Nestin- positiven Zellen lokalisiert, die fast nie mit dem glialen Marker GFAP doppelt
markiert waren. Im CAL-Pyramidenzellband (Abb. 35A), Fissura hippocampi und im
Striatum (am Corpus callosum, Abb. 35C) wurden stern- bis fadenférmige Nestin-positive
Zellen detektiert. Neben dieser Morphologie wurden im Striatum groRe réhrenférmige

Gebilde (Abb. 35D) detektiert, die Nestin-positiv. waren und der Morphologie von
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BlutgefaRen glichen. In der Ependymzellschicht an allen Ventrikelwéanden (Abb. 35E)

wurden kleine, runde und ohne Auslaufer versehene Nestin- positive Zellen festgestellt.

Abb. 35: Expression von GFAP (griin)- und Nestin-positiven (rot) Zellen im Vorderhirn der Ratte
einen Tag nach der Ischamie. Im CAZl-Pyramidenzellband (A), Striatum (C, D) und an der
Ventrikelwand des dorsalen 3.Vemtrikel (E) wurde in der Ischdamiegruppe eine signifikante Zunahme
von Nestin-positiven Zellen lokalisiert, die fast nie mit dem glialen Marker GFAP doppelt markiert
waren. Im Hilus (B) wurden angeschwollene (hypertrophe) Astrozyten beobachtet, die teilweise mit
dem Intermedidrfilament-Marker Nestin doppelt markiert waren. Zusétzlich wurden im Striatum (D)
grolBe, rohrenférmige Gebilde gesichtet, die Nestin-positiv. waren und der Morphologie von
BlutgefaRen glichen. In der Ependymzellschicht der Ventrikelwand des d3V (E) wurden kleine, runde
und ohne Auslaufer versehene Nestin-positive Zellen festgestellt.

Drei Tage nach der Ischdmie

Alle Ergebnisse der quantitativen Analyse der Expression der Marker GFAP, Nestin und
deren Doppelmarkierung drei Tage nach der Ischdmie sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Wie bereits im 3.3.6 beschrieben, wurde unter Kontrollbedingungen eine typische Verteilung
von Astrozyten (GFAP-positiv) im Gehirn gefunden und drei Tage nach der Ischdmie ein
Anschwellen der Astrozyten und eine damit verbundene Anderung der Morphologie
(hypertrophe  Astrozyten) beobachtet. Reaktive  Astrozyten wurden im CA1l-
Pyramidenzellband, im Hilus und im Striatum drei Tage nach der Ischamie festgestellt (Abb.
36A, C, E). Des Weiteren wurde ein signifikanter Anstieg von GFAP-positiver Astrozyten im
CAl-Band, im Gyrus dentatus und im Striatum detektiert. Ungefahr 90% der Astrozyten im
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CAl-Band und Striatum waren mit Nestin doppelt markiert. Nicht nur die Expression von
GFAP-positiven Zellen stieg drei Tage nach der Ischdmie signifikant an, sondern auch die
Expression von Nestin (Tabelle 11). Im CA1-Pyramidenzellband, im Hilus und im Striatum
waren 60-90 % aller Nestin-positiven Zellen mit GFAP-positiven Zellen doppelt markiert. In
der Fissura hippocampi (Abb. 36 B) und im Gyrus dentatus (Abb.36 D) wurde ebenfalls eine
signifikante Zunahme von Nestin-positiven Zellen nachgewiesen, die zu 35 % und 48 % mit
GFAP-positiven Zellen doppelt markiert waren. An allen Ventrikelwénden wurden Nestin-
und GFAP-positive Zellen beobachtet, die hauptsachlich nebeneinander lokalisiert waren und
nur in geringer Zahl Doppelmarkierungen aufwiesen.

Scheinoperation . Ischamie

Abb. 36: Doppelimmunfluoreszenz-Farbung gegen Nestin (rot) und GFAP (griin) drei Tage nach der
Ischdmie. Die Gliazellen im CA1-Band (A) und im Striatum (C) waren hauptsachlich GFAP/Nestin-
positiv (gelb; Beispiele durch Pfeil markiert). In der Fissura hippocampi (B) war eine grofe Anzahl
von Nestin- und GFAP-positiven Zellen sichtbar, die aber fast keine Doppelmarkierung zeigten.
Nestin-positive/GFAP-negative Zellen sind durch Sternchen markiert. In den Abbildungen C und D
wird die Expression von GFAP und Nestin im Gyrus dentatus und Hilus nach Scheinoperation (D)
und Ischdamie (E) dargestellt. In den scheinoperierten Tieren wurde nur eine geringe Anzahl von
Nestin-positiven Zellen im Gyrus dentatus festgestellt (Pfeil), die aber nicht mit GFAP doppelt
markiert waren. Im Gegensatz dazu wurde eine hohe Expression von Nestin- und GFAP/Nestin-
positiver Zellen nach Ischdmie festgestelit.

In scheinoperierten Tieren wurden nur einige wenige Nestin-positive Zellen in allen

untersuchten Gebieten detektiert. Diese waren hauptséchlich im Gyrus dentatus (Abb. 36D)
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und an den Ventrikelwanden des v3V und LV zu finden. Die Morphologie war Klein, rund,

ohne Auslaufer und es wurde nur vereinzelt eine Doppelmarkierung mit GFAP festgestellt.

GFAP Mestin GFAP Mexstin

Schein- Ischamie Schein- Ischamie Schein- Ischamie

operation operation operation
CA1l a2 7+22 130,9+4 8 04+£02 145 5+£2 2 1] 121,58+£7,4
Fissura g8,1+449 a5 +36 1,606 T6+£33 0,1+£01 I[EHLAE
hippocampi o o
vy 1287 +4 1224£582 | 10054£10 [ 181,8+£84 1,7+£07 B3£1,4
dv 121 7£3,2 | 103,5£87 | 125+£56 64,5 +31 02+071 21,1+£14
DG B1,1+238 74943 307 126+47 0a+£071 14 6+245
Hilus 853+43 100,259 07 +0,6 A7 HE£3.5 0,1 +0,1 51,738
LV 1124+43 1085+£3 78,1 £6,1 113,3£54 10,2 3917
Striaium Y A5+2,3 ga3+24 01+0,1 85,944 1] 784549

Tabelle 11: Anzahl von GFAP-, Nestin- und GFAP/Nestin-positiven Zellen drei Tage nach
Scheinoperation bzw. nach Ischdmie. Die Zellen wurden in drei Schnitten pro Tier an einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop gezahlt. Die Zellen in CAl, ventraler 3.Ventrikel (v3V),
dorsaler 3.Ventrikel (d3V), Gyrus dentatus (DG) und lateraler Ventrikel (LV) wurden entlang von 800
pm gezahlt. In der Fissura hippocampi, im Hilus und im Striatum wurden die markierten Zellen pro
0,08 mm? wiedergegeben. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die signifikanten
Unterschiede zwischen den scheinoperierten und ischdmischen Tiere sind durch *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 dargestellt (Mann-Whitney-U-Test).

14 Tage nach der Ischamie

Fir die Untersuchung des spaten Zeitpunktes wurden Tiere 14 Tage nach der Ischamie
verwendet, eine Immunfluoreszenzfarbung gegen den glialen Marker GFAP und den
Interfilament-Marker Nestin durchgefuhrt und qualitativ an einem Konfokal-Laser-Scanning-
Mikroskop ausgewertet.

In scheinoperierten Tieren wurde eine gleichmaRige Verteilung von sternféormigen GFAP-

positiven Zellen im gesamten Gehirn beobachtet. An den Proliferationszonen des Gyrus
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dentatus und LV sowie am v3V wurden vereinzelt Nestin- positive Zellen festgestellt, die
nicht mit dem glialen Marker GFAP doppelt markiert waren.

In den ischdmischen Tieren wurde wieder eine Vielzahl von Nestin- positiven Zellen im
Hippokampus detektiert. Im CAl-Band (Abb. 37A, B) und im Striatum (Abb. 37D) waren die
meisten Nestin-positiven Zellen mit dem astrozytaren Marker GFAP doppelt markiert. In der
Fissura hippocampi (Abb. 37A, ganz links) wurde eine grof3e Anzahl von Nestin- und GFAP-
positiven Zellen festgestellt, die aber fast keine Doppelmarkierung zeigten. Im Gyrus dentatus
und im Hilus (Abb. 37C) wurden 14 Tage nach der Ischdmie nur eine geringe Anzahl von
Nestin-positiven Zellen markiert, die nicht mit GFAP doppelt markiert waren.

Abb. 37: Doppelimmunfluoreszenz-Farbung gegen Nestin (rot) und GFAP (grin) 14 Tage nach der
Ischdmie. Im CAl1-Band (A, B) und im Striatum (D) war ein Grof3teil der Nestin-positiven Zellen auch
fur GFAP positiv. In der Fissura hippocampi (A, ganz links) war eine groe Anzahl von Nestin- und
GFAP-positiven Zellen sichtbar, die aber fast keine Doppelmarkierung zeigten. Im Gyrus dentatus und
im Hilus (C) wurde nur eine geringe Anzahl von Nestin-positiven Zellen festgestellt, die nicht mit
GFAP doppelt markiert waren. Im Striatum (D) wurde eine grofle Anzahl von Nestin positiven Zellen
detektiert, die zum Teil mit dem astrozytaren Marker GFAP doppelt markiert waren.
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34 Autometallographischer Nachweis von Thallium nach globaler Ischamie

3.4.1 Naive Tiere

Die Visualisierung des K'-Metabolismus mit Hilfe der Thallium Autometallographie in
Hirnschnitten naiver Tiere ergab in Abhangigkeit von der hippokampalen Subregion ein
deutliches Muster unterschiedlicher Farbeintensitit. Die absolute Farbeintensitat in einem
Schnitt war abhéngig von der Inkubationszeit der Schnitte in dem lipophilen Metall Chelator
DEDTC. Mit dem Inkubationsschritt wurde ein groRerer Spielraum in der Darstellung der
unterschiedlichen Thalliumkonzentrationen ermdglicht. Dadurch wurde der Unterschied in
den verschiedenen Regionen des Hippokampus hinsichtlich einer héheren oder niedrigeren
Thalliumaufnahme deutlicher (Abb. 38A, B).

Die CA1-Region der naiven Tiere wurde vollstandig und sehr intensiv angefarbt (Abb. 38A),
wobei bei einer langeren Inkubationszeit mit DEDTC einzelne Pyramidenzellen mit
verschiedenen Farbeintensitaten deutlich hervortraten (Abb. 38B). Auch die Dendriten im
Stratum radiatum waren sehr deutlich sichtbar. Das Stratum moleculare wurde relativ hell
und homogen angefarbt (Abb. 38A, E). Der Hilus und die Moosfasern wurden nahezu nicht
angefarbt, aber kleine dunkle Zellkdrper setzten sich in diesen Gebieten deutlich ab (Abb.
38A, D, E). Die Farbung des neuronalen Bandes in der CA3/CA4-Region der hippokampalen
Formation unterschied sich deutlich von der CA1/CA2-Region: anstatt deutlich angefarbter
Zellkorper und Neurite wurden nur kleine, dunkle, runde Punkte mit heller Hiille beobachtet
(Abb. 38D-F). Diese unterschiedliche Farbung der CA-Regionen der hippokampalen
Formation wurde auch in ischdmischen Tieren festgestellt. Im Hilus wurden auRerdem
einzelne vollstdndig angefarbte Neurone mit vergroRerten Auslaufern (wahrscheinlich
Interneurone) beobachtet (Abb. 38D-F). An der Spitze des Gyrus dentatus, in der Nahe des
Subiculum, wurden die Neurone der Kornerzellschicht am intensivsten angeféarbt (Abb. 38A,
E) und das untere Blatt des Gyrus dentatus wurde im Vergleich zum oberen Blatt dunkler
angefarbt (Abb. 38A, D, E). AuRerdem wurden die Neurone am Rande der Kérnerzellschicht
ebenfalls dunkler angefarbt als im Inneren (Abb. 38D, E). Die oben beschriebene, spezifisch
unterschiedliche Anfarbungen in der hippokampalen Formation wurde in Schnitten, die mit
Toluidinblau angeférbt wurden nicht festgestellt (Abb. 38C).
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Abb. 38: Autometallographischer Nachweis von Thallium der hippokampalen Formation von naiven
Tieren. In (A) wird eine Ubersicht der hippokampalen Formation dargestellt. In Abb. B wird das
CAl-Band (B) in einer hoheren VergroRerung dargestellt. Eine Nissl-Farbung des CALl-
Bandes/Stratum radiatum zeigt die Abb. C und in der kleinen integrierten Abbildung wird das obere
Blatt des Gyrus dentatus mit Hilus dargestellt. Die Hilus-Region wird in Abb. D vergroBert
dargestellt. Der schwarze Pfeil markiert eine Zelle, die eine exzitatorische Moosfaserzelle darstellt.
Das Sternchen markiert eine Hilus-Tractus perforans-assoziierende Zelle. Der weille Pfeil zeigt ein
Neuron im Hilus an, in dem der K*-Tracer im Nukleus, im Soma und in den Neuriten deutlich zu
sehen ist. Mit der TI"-Farbung wurden Unterschiede hinsichtlich der Intensitat im Gyrus dentatus
festgestellt. Das untere Blatt und die Spitze des Gyrus dentatus wurden stets intensiver angefarbt als
das obere Blatt des Gyrus dentatus. In Abb. F wird die CA3-Region dargestellt, in der der Ubergang
der unterschiedlichen sub-zellularen Farbemuster beobachtet werden kann. In der Wélbung der CA3-
Region wurden deutlich angeférbte Zellkdrper beobachtet, wohingegen im Hilus nur kleine
punktférmige Zellen festgestellt werden konnten.
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3.4.2 Ischadmische Tiere

Fir die Untersuchung des autometallographischen Nachweises von Thallium nach einem
ischamischen Insult wurden Tiere wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben 14 und 56 Tage nach der
Ischdmie perfundiert und die Gehirne histologisch aufgearbeitet. Bei der Analyse der
gefarbten Schnitte der einzelnen Tiere 14 Tage nach der Ischdmie wurden Unterschiede
hinsichtlich der Farbung in Abhangigkeit von der Stdrke des ischdmischen Insultes
festgestellt. Aufgrund dessen wurde bei der weiteren Betrachtung der Ergebnisse eine
Unterscheidung hinsichtlich eines partiellen und eines totalen CA1-Schaden getroffen.

3.4.2.1 14 Tage nach globaler Ischamie mit partiellem CA1-Schaden

Aufgrund der normalen Variabilitat des Ischdmiemodells, wurden in der ischdmischen
Gruppe Tiere mit einem partiellen Schaden festgestellt. In den Schnitten dieser Tiere wurden
interessanterweise vertikale streifenférmige Farbungen in der CAl-Region und im Stratum
radiatum beobachtet (Abb. 39A, C). Uberlebende Neurone waren nicht gleichmaRig sondern
in Anh&ufungen (=Cluster) in der CA1-Region verteilt. Sowohl die Somata als auch die
Dendriten der gesunden Neurone waren positiv fir Thallium angefarbt. Aufgrund der Cluster-
formigen Verteilung der gesunden Neurone nach einem partiellen Schaden im CAl-Band
wurde die streifenformige Farbung im Hippokampus hervorgerufen. Dieses Farbemuster
wurde in naiven Tieren und nach totalem Schaden nicht festgestellt. Zum Vergleich wurden
Hippokampusschnitte von Tieren mit partiellem Schaden mit Toluidinblau angefarbt (Abb.
39D). Hier ist die Cluster-férmige Anordnung der gesunden Neurone im CA1-Band nur
schwer zu erkennen. Die streifenférmige Farbung der Dendriten im Stratum radiatum konnte
in den Schnitten nach einer Nissl-Farbung nicht detektiert werden.

Im Gyrus dentatus wurde nach Ischamie die nahezu gleiche Farbung wie in naiven Tieren
beobachtet: in der N&he des Subiculum wurde die intensivste Farbung festgestellt, das untere
Blatt des Gyrus dentatus war dunkler angefarbt. AuBerdem wurden im Kdrnerzellband die
Neurone am Rand starker gefarbt als in der Mitte des Bandes (Abb. 39F). Im Hilus mit der
CA4/CA3-Region wurde wieder eine ungewodhnliche punktformige TI*-Farbung festgestellt,

die wie eine Kernfarbung aussah.

90



ERGEBNISSE

4
¥

. ¥ T e R e
Abb. 39: Autometallographischer Nachweis von Thallium der hippokampalen Formation 14 Tage
nach der Ischamie mit einem partiellen CA1-Schaden. In Abb. A wird in der Ubersichtsdarstellung die
streifenformige Farbung in der CAl/Stratum radiatum-Region deutlich. Die CA3-Region (B) wurde
vergleichsweise wie in naiven Tieren angefarbt. In Abb. C wird die partiell geschadigte CA1-Region
vergrolRert dargestellt: sowohl die in Cluster angeordneten (berlebenden Neurone (rote Pfeile) und
deren Dendriten wurden stark angefarbt. Hingegen wurden die Regionen mit weniger (berlebender
Neurone und deren Dendriten weniger stark angefarbt (gelbe Pfeile). Dadurch entstand das
streifenférmige Farbemuster. Mit der Nissl-Farbung (D) konnte die streifenférmige Markierung nicht
beobachtet werden. In Abb. E und F wird die Region des Gyrus dentatus mit dem Hilus dargestellt, die
wie in naiven Tieren angefarbt wurde. Es sollte aber beachtet werden, dass im Hilus nur noch wenige
intensiv angefarbte Interneurone (Pfeil in F) und kein dendritisches Netzwerk vorzufinden waren.

91



ERGEBNISSE

3.4.2.2 14 Tage nach globaler Ischdmie mit totalem CA1-Schaden

Tiere, die 14 Tage nach der Ischdmie einen vollstdndigen CAl Schaden zeigten, wiesen mit
dem autometallographischen Nachweis von Thallium ein vollkommen anderes Bild auf als
die Tiere mit einem partiellen Schaden. Das Stratum moleculare und die Kdrnerzellschicht
des Gyrus dentatus waren intensiv und vollstandig dunkel angefarbt und somit positiv flr
Thallium (Abb. 40 A, E). Diese Intensitat der Farbung wurde weder in naiven Tieren, 14 Tage
nach Ischdmie mit Teilschaden oder nach 56 Tagen beobachtet. Im Vergleich zu den naiven
und den isch&mischen Tieren (14 Tage) mit einem Teilschaden konnte 14 Tage nach Ischdmie
mit einem vollstandigen Schaden kein offensichtlicher Unterschied zwischen dem oberen und
unteren Blatt des Gyrus dentatus festgestellt werden.

In der CA1-Region konnte weder mit der Thallium- noch mit der Nissl-Farbung eine Cluster-
Bildung von gesunden Neuronen nachgewiesen werden (Abb. 40A, C, D), jedoch wurde auch
hier eine streifenformige Anfarbung von Gliazellen beobachtet (Abb. 40A.).
Interessanterweise konnte mit beiden Farbemethoden eine hohe Anzahl von Glia-&hnlichen
Zellen in der CAl-Region/Stratum radiatum und in der CA3-Region/Stratum lucidum
detektiert werden (Abb. 40A, B, C). Im Hilus wurde mit der Nissl-Farbung ebenfalls eine
hohe Anzahl von kleinen Zellkernen (Glia-ahnlich) beobachtet, die aber negativ fur Thallium
waren (Abb. 40E). Dort wurde aufferdem nur eine geringe Anzahl von Interneuronen
detektiert.
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Abb. 40: Autometallographischer Nachweis von Thallium der hippokampalen Formation 14 Tage
nach der Ischamie mit einem totalen CA1-Schaden.

In Abb. A wird eine Ubersichtsdarstellung des Hippokampus gezeigt. Die Stratum moleculare/
Kdrnerzellregion war die am starksten angefarbte Region (gelber Stern). Die CA1/Stratum radiatum-
Region wurde wieder ungleichméaRig angefarbt. Die TI*-Farbung in der CA3-Region (B) sah wieder
unauffallig aus, jedoch schien das neuronale Band dinner zu sein und die markierten Zellen im
Stratum lucidum wiesen eine gliale Morphologie auf. Bei der Betrachtung einer héheren VergréfRerung
der CA1l/Stratum radiatum-Region (C) wurde eine ungleichmaBige Verteilung von markierten
Gliazellen deutlich. Der gelbe Pfeil deutet auf die CAl-Region. Bei der Nissl-Farbung (D) wurde
jedoch keine streifenformige Farbung sichtbar, aber auch hier wurde die hohe Verteilung der
Gliazellen deutlich. In Abb. E wird die TI"-Farbung im Gyrus dentatus und Hilus dargestellt. Die
Kornerzellschicht wurde am starksten angeféarbt und es wurden keine Unterschiede mehr hinsichtlich
der Intensitat des oberen und unteren Blattes des Gyrus dentatus sichtbar. Im Hilus wurden nur wenige
Interneurone angeféarbt und Glia-dhnliche Zellen waren auch nicht vorhanden. In der Nissl-Farbung
des Gyrus dentatus/Hilus wurde keine morphologische Auffélligkeit der Kérnerzellen beobachtet,
jedoch wurde eine hohe Anzahl von Gliazellen im Hilus detektiert
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3.4.2.3 56 Tage nach globaler Ischdmie mit totalem CA1-Schaden

Sechsundfiinfzig Tage nach dem ischdmischen Insult wiesen die angefarbten Schnitte mit
komplettem CA1-Schadens wieder ein vollkommen neues Bild auf. Das Stratum moleculare
war nicht mehr so intensiv angefarbt wie nach 14 Tagen. In der CAl-Region konnten nur
noch vereinzelt gesunde Neurone (Abb. 41B) festgestellt werden, die ein stark angefarbtes
Somata, aber interessanterweise nur fragmentartig angefarbte Dendriten aufwiesen (Abb.
41A).

In der CA1/Stratum radiatum-Region wurde 56 Tage nach der Ischamie keine TI*-positive
Glia mehr festgestellt werden. Im Stratum lucidum waren jedoch noch Reste der Gliazellen
vorzufinden (Abb. 41A). In der CA3-Region/Stratum lucidum wurden dunkle Auslaufer, die
wahrscheinlich Dendriten der CA3-Neurone sind, nur noch sehr undeutlich sichtbar und
ragten kaum in die angrenzende weil3e Zone (Vergleich Abb. 40B mit 41C). Mit der Nissl-
Farbung wurde aber keine Abnormalitdt der CA3-Neurone festgestellt (Abb. 41F links).
Obwohl die Spitze des Gyrus dentatus stets die am starksten gefarbte Struktur war, wurde im
Vergleich zu den naiven Tieren bei den Tieren 56 Tage nach Ischdmie kein offensichtlicher
Unterschied zwischen dem oberen und unteren Blatt des Gyrus dentatus festgestellt (Abb.
41E). Ansonsten sahen die Neurone der Kornerzellschicht sowohl in der Thallium- als auch in
der Nissl-Féarbung unauffallig aus (Abb. 41D+F rechts).

Im Allgemeinen reduzierte sich die Intensitat und Verteilung der Farbung in der CA3-Region
und dem Stratum lucidum mit zunehmender Zeit in den Schnitten der Tiere mit einem totalen
CAl-Schaden (zum Vergleich siehe Abb. 38F+40B+41C). Auch die Intensitat der
angefarbten Neurone innerhalb des Hilus reduzierte sich zu den spéteren Zeitpunkten nach
Ischamie. Desweiteren nahm die Anzahl der Neurone im Hilus (wahrscheinlich Interneurone)
mit ihrem diffusen Netzwerk nach Lésion ab (Vergleich Abb. 38D mit Abb. 41E).
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Abb. 41: Thallium-Féarbung der hippokampalen Formation 56 Tage nach der Ischdmie, welche einen
nahezu kompletten Schaden im CAL-Band verursachte. (A) zeigt eine sehr starke Farbung der
wenigen Uberlebenden Neurone im CA1-Band, mit den dazugehérigen fragmentierten Dendriten
(Pfeil). (B) verdeutlicht den morphologischen Schaden in der CAl/Stratum radiatum-Region mit einer
Toluidinblau-Farbung. In der CA3-Region (C) wurden nur einige wenige Neurone mit TI* angefarbt
und die dunklen Auslaufer, die man in den naiven Tieren gesehen hatte, waren kaum noch vorhanden.
Die Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus (D) und das Stratum moleculare wurden wieder unauffallig
angefarbt. Jedoch wurde kein Unterschied mehr in der Intensitat zwischen dem oberen und unteren
Blatt des Gyrus dentatus festgestellt. In der Wd&lbung der CA3-Region wurden noch verbleibende
Gliazellen deutlich. Bei Anfarbung des CA3-Bandes (links) und der Kérnerzellschicht/Hilus (rechts)
mit Toluidinblau (F) wurde wieder keine morphologische Schadigung bzw. Auffalligkeit detektiert.
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4, DISKUSSION

4.1 Anderung der elektrophysiologischen Plastizitit nach globaler Ischamie

4.1.1 Anderung der Basis-Transmission nach globaler Ischamie

Bei der Beurteilung der elektrophysiologischen Funktion des Gyrus dentatus wurde
herausgefunden, dass die Kdrnerzellen trotz intakter Morphologie (Nissl-Férbung) schon zu
einem frihen Zeitpunkt nach Ischdmie (einen Tag) nur noch signifikant reduzierte
Summenaktionspotentiale erzeugten (Abb. 17A). Zu diesem Zeitpunkt sind die CA1-Neurone,
die Uber den tri-synaptischen Schaltkreis mit den Neuronen des Gyrus dentatus verbunden
sind, auch morphologisch noch intakt (Nissl-Farbung). Die elektrophysiologische Aktivitat
der CA-Region war in vivo mindestens noch 11 Tage nach Ischdmie eingeschrankt. Dieser
Befund deckt sich nicht mit den Ergebnissen von Suyama et al., 1992, in deren Studie die
elektrophysiologischen Beeintrachtigungen nach 4VO verzdgert einsetzten und weniger
ausgepragt waren. Eine mogliche Erklarung fur diese Unterschiede ist, dass der Stress, der bei
der 4VO durch die Elektrokauterisation erzeugt wurde und/oder die permanente Reduktion
des Blutflusses zum Gehirn zu einem prékonditionierenden Effekt fihren kénnen und somit
Unterschiede im Ablauf der post-ischamischen Neurodegeneration und funktionellen
Dysfunktion verursachen kénnen. Diese Hypothese wird durch die Tatsache gestiitzt, dass am
Tag sieben nach Ischdmie von Suyama (1992) die Existenz von pyknotischen Zellen im CA1-
Band beschrieben wurde, wéahrend in dieser Arbeit zu diesem Zeitpunkt nur Zelltrimmer im
CA1-Band vorgefunden wurden. Die Experimente der vorliegenden Dissertation zeigen, dass
im Gegensatz zur friihen und massiven Abnahme der PSA die dendritische Eingangs-(input)-
Funktion grof3tenteils nach Ischdmie erhalten blieb. Zeichnet man beide Parameter in eine E-
S-Kurve (Abb. 18C), so zeigt sich am Tag eins nach Ischdmie eine VVerschiebung nach rechts,
was auf eine Abnahme der neuronalen Erregbarkeit zu diesem frihen Zeitpunkt nach
Ischamie deutet. Selbst ein gesattigtes fEPSP bei einer Reizstarke von 900 YA konnte nach
Ischdmie z.T. keine messbare PSA induzieren. Der Grund dafur kdnnte in einer sehr starken
Zellinhibition liegen, die z.B. durch eine ausgeprégte Hyperpolarisation verursacht worden
sein konnte. Diese Daten deuten an, dass die Erzeugung einer PSA in der Kornerzellschicht
selektiv durch die globale Ischamie beeintrachtigt wurde, wohingegen die glutamaterge

synaptische Transmission nicht durch den Insult beeintrachtigt wird.
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In einer anderen Arbeit, die sich mit der Frage der post-ischdmischen elektrophysiologischen
neuronalen Funktion in vivo beschéftigte (Aoyagi et al., 1998), wurden hinsichtlich der friihen
Beeintrachtigung der PSA &hnliche Ergebnisse wie bei unseren Versuchen erzielt. Jedoch
wurde in dieser Publikation auch eine signifikante lang anhaltende Reduktion des fEPSP nach
Ischdmie gezeigt. Es gibt zwei mdgliche Griinde fur die Unterschiede zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit:

1.) Infolge des permanenten Verschlusses der vertebralen Arterien bei den Versuchstieren
in der Arbeit von Aoyagi et al. (1998) war der Blutfluss sowohl in ischdmischen als
auch in scheinoperierten Tieren permanent gestort (Ueda und Matsunaga, 1995).
Obwohl dadurch kein offensichtlicher morphologischer Schaden entstand, besteht die
Madglichkeit, dass die Funktionen der Neurone im Gyrus dentatus bereits beeinflusst
wurden. Dabei konnte das fEPSP in den ischdmischen Tieren durch die
Mangeldurchblutung reduziert worden sein oder es kdnnte in den scheinoperierten
Tieren durch die Manipulationen erhéht worden sein.

2.) In den Versuchen von Aoyagi et al. (1998) wurde eine Reizstérke von bis zu 3000 pA
verwendet, wohingegen in den Versuchen der vorliegenden Arbeit bis zur Erreichung
des Maximums einer typischen Sattigungskurve mit einer Reizstarke von max. 900 pA
stimuliert wurde. Die Auswirkungen einer Reizung oberhalb von 1000 pA lassen sich
nur sehr schwer abschédtzen und sind daher nicht mit unseren Ergebnissen direkt
vergleichbar.

In den vorliegenden Ergebnissen der Dissertation konnte durch eine Stimulation keine
Steigerung der fEPSP induziert werden. Dabei ist zu berticksichtigen, dass zum damaligen
Zeitpunkt der Experimente ein methodisches Problem auftrat. Fur die Messung der
Summenaktionspotentiale im Gyrus dentatus wurde die Ableitelektrode auRerhalb der
Kornerzellschicht im Hilus platziert. Die fir die Messung des fEPSP aber notwendigen
Dendriten vom medialen Tractus perforans befinden sich oberhalb der Kornerzellen des
Gyrus dentatus, so dass die Messung des korrespondierenden fEPSP nicht moglich war. Seit
kurzem kann dieses Problem mittels einer bipolaren Ableitelektrode umgangen werden,
wodurch eine simultane Messung der PSA und des dazugehdrigen fEPSP mdglich ist (Frey,
personliche Mitteilung, 28.02.2008).

Eine weitverbreitete Hypothese zur Erklarung des post-ischdmischen Zelltodes ist die
Annahme, dass die Zellen im CAl-Band durch Exzitotoxizitat geschéadigt werden. Die
vorliegenden Daten stlitzen jedoch nicht die Theorie, dass in dem tri-synaptischen

Schaltkreislauf eine lang anhaltende Hypererregbarkeit nach globaler Ischamie existiert, die
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durch den erhdhten Eingang (input) aus dem Gyrus dentatus angetrieben wird (Jorgensen et

al., 1987; Diemer et al., 1993). Ausschlieen kann man jedoch nicht, dass eine sehr friihe

Uberempfindlichkeit der CA1-Neurone auftrat, die es ermdglicht, dass die Pyramidenzellen

trotz eines normalen oder sogar reduzierten Einganges uber den tri-synaptischen

Schaltkreislauf hypererregt wurden.

Es gibt verschiedene Hypothesen, die den reduzierten PS im Gyrus dentatus erklaren kénnen:

0

(I

()

Die inhibitorischen Mechanismen im Gyrus dentatus nehmen nach Ischamie zu

Die Veroffentlichung von Suyama (1992) zeigte Hinweise auf die Zunahme einer
rekurrenten Inhibition. In diesem Zusammenhang war der Tod der Neurone im Hilus
in Bezug auf die Inhibition von groRem Interesse. Es ist bekannt, dass selektive
Schéden im Hilus nach einer Lasion auftreten kénnen (Mody et al., 1995; Borges et
al., 2003). Eine Abnahme von Subpopulationen der Mooszellen (Ratzliff et al., 2004)
oder eine Zunahme der GABAergen Rezeptoren (Reeves et al., 1997) kdnnen eine
reduzierte Ausgang- (output) Funktion der Neurone der Kornerzellschicht
verursachen. Ergebnisse aus der Traumaforschung zeigten eine selektive Erhéhung
der Inhibition in dem Tractus perforans/Gyrus dentatus- Signalweg nach einer
Verletzung (Borges et al., 2003).

Zunehmende inhibitorische Einflisse von Gehirnregionen, die auerhalb des Gyrus

dentatus liegen

Es ist vorstellbar, dass geschadigte/sterbende CA1-Neurone die Aktivitat der
Kdrnerzellen reduzierten oder durch ein retrogrades Signal eine Zunahme der
Aktivierung von Interneuronen im Gyrus dentatus auslosten. Solch ein mdglicher
retrograder Regulator, ausgehend von den CAL1-Neuronen, konnte NO sein (Endoh et
al., 1994a), welches in der Lage ist die neuronale Aktivitat im Hippokampus nach
Stress zu vermindern (Takeya et al., 2003). Es ist aber auch mdglich, dass eine NO-
induzierte Unterdriickung neuronaler Aktivitat durch reaktive Astrozyten vermittelt
wurde, die nach Ischdmie eine induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iINOS)
exprimierten (Endoh et al., 1994b). Extra-hippokampale Strukturen, wie z.B. die
Raphekerne, die die Interneurone im Hippokampus innervieren (Freund, 1992),
kdnnen auch fur die Zunahme der inhibitorischen Einflisse verantwortlich sein.

Mdgliche Schadigung der Kérnerzellen im Gyrus dentatus nach Ischamie

Es ist vorstellbar, dass durch einen ischdmischen Insult die Kdrnerzellen im Gyrus

dentatus geschadigt wurden, ohne dass dies mit der Nissl-Farbung nachgewiesen
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(V)

V)

werden konnte. Die Neurone kdnnten wieder regenerieren oder zu einem spateren
Zeitpunkt nach einem langsamen Degenerationsprozess sterben. Es gibt
Veroffentlichungen, in denen von subtilen Dysfunktionen berichtet wurde. So wurde
gezeigt, dass z.B. beschédigte Dendriten zu einer funktionellen Beeintrachtigung
beitragen konnen (Corbett und Nurse, 1998; Geddes et al., 1994). Literaturdaten
legten nahe, dass die Kornerzellen des Gyrus dentatus zu einem spaten Zeitpunkt
(nach 4 Wochen) eher regeneriert als degeneriert sein kénnten, da eine Erholung der
PS-Funktion im Gyrus dentatus gezeigt werden konnte (Aoyagi et al., 1998).

Veranderung des Mikromilieus im Gyrus dentatus infolge der Neurogenese oder

Mikrogliaproliferation

Neurogenese: Es gibt Hinweise aus aktuellen Publikationen, die belegen, dass
endogene Vorlauferzellen eine Rolle bei Reparaturmechanismen nach Ischdmie
spielen konnen (Liu et al., 1998; Nakatomi et al., 2002). Die Aktivierung in der
neurogenen Region des Gyrus dentatus konnte in diesem Fall die
elektrophysiologischen Eigenschaften der Kérnerzellen beeinflussen.

NO konnte auch in diesem Zusammenhang ein Vermittler sein. Zhu et al. (2003)
berichtete von einer gesteigerten Neurogenese im Gyrus dentatus, die mit einer
Aktivierung von iNOS verbunden war. Umgekehrt wurde gezeigt, dass das Fehlen
von Aktionspotentialen keine Reduktion der Proliferation im Gyrus dentatus zur
Folge hatte (Raineteau et al., 2004).

Mikrogliaproliferation: Durch das hohe Aufkommen von neugebildeten

Mikroglia/Makrophagen im morphologisch intakten Hilus nach einer globalen
Ischdmie konnte das extrazelluldre Milieu um die Kornerzellen des Gyrus dentatus
verandert sein, wodurch die Generierung eines Summenaktionspotentials gestort sein
konnte.

Veranderung der Kalium-Leitféahigkeit im Gyrus dentatus nach Ischamie

Eine weitere mogliche Erklarung fiir das verringerte PS-Signal im Gyrus dentatus
nach globaler Ischdmie konnte eine Veradnderung der Kalium-Leitfahigkeit in den
Kdrnerzellen sein. Durch eine mdgliche Verschiebung des Membranpotentials, die
z.B. durch eine Hyperpolarisation erzeugt werden kann, konnte die Generierung

eines PSA erschwert bzw. verhindert werden.
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4.1.2 Maogliche Ursachen fur die unveranderte elektrophysiologische Funktion in den

ex vivo-Versuchen nach globaler Ischamie

In den ex vivo-Experimenten wurden im Gegensatz zu den in vivo-Experimenten keine
Anderungen der basalen elektrophysiologischen Funktion und der neuronalen Plastizitéit im
Gyrus dentatus 10 und 56 Tage nach globaler Ischamie festgestellt (Abb. 23A, C).

Da die Doppelpuls-Inhibition in den Schnitten der ischdmischen Tiere intakt war, scheint ein
Tod von Neuronen im Hilus mit der daraus folgenden Steigerung der Inhibition nicht der
Hauptgrund fir den Verlust des PSA-Signals in vivo zu sein (Hypothese I). AuBerdem wurde
in den Schnitten der ischamischen Tiere ein unverdndertes Summenaktionspotential in den
Kornerzellen des Gyrus dentatus gemessen, so dass auch Hypothese 11l ausgeschlossen
werden kann.

Auch wenn subtile morphologische Schaden (z.B. an Dendriten; Hypothese I11) existieren
waurden, sollte auch in den Schnittpréparaten der ex vivo-Versuche eine Reduktion des PSA-
Signales erfolgen. Da dies nicht der Fall war, ruhrte die funktionelle Beeintréachtigung in vivo
eher von a) retrograden Einfliissen von anderen hippokampalen Regionen, b) inhibitorischen
Einfliussen von extra-hippokampalen Strukturen (z.B. Raphekerne, Amygdala) und c)
Veranderungen des Mikromilieus her (Hypothesen Il und IV). Diese Mechanismen wurden in
den ex vivo-Versuchen nicht wirksam, da die beschriebenen Strukturen bei der in vitro-
Préparation entfernt wurden oder freigesetzte Substanzen in vitro ausgewaschen werden

konnten. Daher wurde in diesen Fallen die PSA ex vivo auch nicht unterdriickt.

4.1.3 Neuronale Plastizitat nach globaler Ischamie

In unseren Versuchen war es uns mithilfe einer tetanischen Reizung gelungen eine
Potenzierung der PSA am Tag 10 nach Ischdmie zu erzeugen (Abb. 20A). Die absoluten
Werte waren im Vergleich zu den Werten nach der LTP-Induktion vor der Ischdmie deutlich
kleiner. Die Potenzierung 10 Tage nach Ischdmie war in Relation zur Basislinie sehr hoch.
Dieses Ergebnis stimmte teilweise mit den Daten anderer Forschungsgruppen (Aoyagi et al.,
1998) (berein, jedoch zeigten die eigenen Messungen einen neuen Aspekt. Trotz einer
maximalen Reizstérke in der I/O-Kurve konnten in ca. 1/3 aller Tiere nach der Ischdmie keine
PS gemessen werden. Es war aber méglich in diesen Tieren mithilfe einer Stimulation wieder
einen PS zu induzieren. Da die PS-Antwort zum Teil nicht nur gesteigert, sondern tberhaupt

erst induziert wurde, kann man das in den eigenen Versuchen beobachtete Phanomen nicht im
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eigentlichen Sinne als LTP bezeichnen. LTP wird als eine lang anhaltende Steigerung der
Zellantwort auf weitere Teststimulationen definiert. Da in dieser Arbeit jedoch bei einigen
Tieren eine Zellantwort induziert wurde — nicht gesteigert — konnte es sein, dass es
wesentliche Unterschiede zwischen den Mechanismen der Potenzierung nach der L&sion und
einer normalen LTP gab. Im Allgemeinen wird angenommen, dass das Ausmal} der LTP
durch eine Zunahme von sowohl der Menge der Transmitter, die per prasynaptischen Impuls
freigesetzt wurden, als auch dem Grad der postsynaptischen Empfindlichkeit auf eine
festgelegte Menge an Transmittern, vermittelt wird. Nach Auswertung der eigenen 1/O-
Kurven deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass die zunehmende Freisetzung des
prasynaptischen Transmitters, die durch eine zunehmende Reizstarke bis zu 900 pA entstand,
keinen Einfluss auf die GroRe des PS-Signals hatte:

Da alle ischdmischen Tiere 24 Stunden nach der Stimulation keine erhohte PS-Antwort
zeigten und auf das Niveau der Basislinie zurlickkehrten, kann man davon ausgehen, dass der
Einfluss des eigenen verwendeten Stimulationsprotokolls nur transient war.

Diese transiente Potenzierung am Tag 10 nach Ischdmie steht im Gegensatz zu den Effekten
an Tag zwei nach Ischdmie, wo keine Erh6hung der PS-Antwort nach Stimulation erzielt
wurde (Abb. 22A). Die genauen Griinde dafur sind bisher unklar, aber moglicherweise waren
die Neurone wahrend der ersten Tage nach Ischdmie noch nicht erregbar und erst nach einer
Art ,,Ruhephase® in der Lage eine Potenzierung zu induzieren. In der Literatur war wahrend
dieser Periode nach der Ischdmie eine Steigerung der Neurogenese in der neurogenen
Subgranularzellschicht des Gyrus dentatus und in der CAl-Region beschrieben worden (Liu
et al., 1998; Nakatomi et al., 2002; Schmidt und Reymann, 2002). Wir konnten jedoch am
Tag eins und Tag drei nach der Ischamie keine Steigerung der Neurogenese (DCX/BrdU) im
Gyrus dentatus feststellen (Kapitel 3.3.4, Tabelle 8). Es wurde jedoch eine Steigerung
proliferierender Mikrogliazellen gefunden (Kapitel 3.3.5, Tabelle 9, 10). Daher kann es sein,
dass Veranderungen des Mikromilieus (Hypothese 1) am Tag zwei ausgepragter waren als

am Tag 10 nach der Ischdmie und somit die Induktion einer Potenzierung verhindert wurde.
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4.2 Einfluss der globalen Ischamie auf die Glio- und Neurogenese

4.2.1 Besonderheit der Markierung mit BrdU

BrdU wird in der Forschung standardmaRig fiir die Markierung von proliferierenden Zellen
verwendet (del Rio und Soriano, 1989). Es wird jedoch immer wieder diskutiert, ob BrdU
auch bei der mitochondrialen DNA-Synthese oder in Zellen, die gerade eine Zellreparatur
oder einen programmierten Zelltod (Apoptose) durchlaufen, eingebaut wird.

In den Untersuchungen in dieser Dissertation konnte ein deutliches BrdU-Signal im Nukleus
der Zellen mittels konfokaler Mikroskopie (z.B. Abb. 28B, C; 31A, B, D) detektiert werden.
Dadurch wurde eine Markierung der mitochondrialen DNA-Synthese ausgeschlossen. In der
Literatur wurde in den letzten Jahren diskutiert, dass geschédigte Neurone die G1/S-Phase
durchlaufen und die DNA-Synthese fortsetzen und somit BrdU einbauen, bevor sie zugrunde
gehen (BrdU/TUNEL-positive Zellen). Diese Hypothese wurde vor allem durch die
Veroffentlichung von Kuan et al. (2004) gestitzt. Die in dieser Literatur gezeigte hohe
Anzahl von BrdU/TUNEL doppelt gefarbten Zellen nach Ischamie/Hypoxie schien jedoch
eine Ausnahme zu sein und kann auf Besonderheiten des Modelles zuruickgefuhrt werden.

In den eigenen Untersuchungen wurden weder eine vollstdndige noch eine selektive BrdU-
Markierung des geschadigten CAl1-Pyramidenzellbandes nach einer globalen zerebralen
Ischamie festgestellt. Auch immunhistochemische Farbungen gegen die aktive Caspase-3
konnten keine Doppelmarkierung mit BrdU im geschédigten CA1-Band der hippokampalen
Region nachweisen (Abb. 27). Zusammenfassend kann man sagen, dass die BrdU-positiven
Zellen im Vorderhirn nach einer globalen Ischdmie bzw. Scheinoperation neu gebildete
Zellen waren. AuBerdem kann man die Mdglichkeit der Markierung von mitochondrialer

DNA-Synthese ausschlieRen.

4.2.2 Einfluss der Ischamie auf die friilhe Neurogenese

DCX wird in der Literatur als ein Marker fiir frihe Stadien der adulten Neurogenese
beschrieben (Brown et al., 2003a; Couillard-Despres et al., 2005). Die Morphologie der
meisten DCX-exprimierenden Neuroblasten lasst sich nicht von den wandernden
Neuroblasten unterscheiden. Im Gegensatz zu anderen veroffentlichten Experimenten wurden
in dieser Dissertation die Doppelmarkierung von DCX/BrdU und die Einzelfarbung von DCX
zu einem frihen Zeitpunkt, ndmlich einen und drei Tage nach globaler Ischdmie bzw.
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Scheinoperation, untersucht. Die Expression des frihen neuronalen Markers war sowohl in
scheinoperierten Tieren als auch nach globaler Ischdmie auf die Subventrikularzone (SVZ)
und den Gyrus dentatus beschrankt (Kapitel 3.3.4, Tabelle 8, Abb. 28), in denen die
kontinuierliche Bildung von neuen Zellen im adulten Gehirn stattfindet (Nacher et al., 2001).
In scheinoperierten Tieren wurde zu beiden Zeitpunkten eine basale Expression von DCX-,
BrdU- und DCX/BrdU-positiven Zellen im Gyrus dentatus und in der SVZ des lateralen
Ventrikels gefunden (Abb. 42; Tabelle 8). Drei Tage nach Ischamie zeigten 78 % aller BrdU-
positiven Zellen eine Kolokalisation von DCX. Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen
von Kuhn et al. (1997) uberein, die ungefahr die gleiche Relation von BrdU- und BrdU/DCX-
positiven Zellen im Gyrus dentatus in ungeschéadigten Tieren fanden.

Durch die globale Ischdmie schienen der Gyrus dentatus und die SVZ hinsichtlich der
Neurogenese unterschiedlich betroffen zu sein. Einen Tag und drei Tage nach Ischamie wurde
am Gyrus dentatus eine signifikante Abnahme von DCX-positiven Zellen (insbesondere im
oberen Blatt) festgestellt, wohingegen an der SVZ keine Anderung der Anzahl der DCX-
positiven Zellen zu erkennen war (Abb. 42B). Das obere Blatt des Gyrus dentatus ist
anatomisch gesehen in unmittelbarer Nahe zur geschadigten CA1-Region der hippokampalen
Formation, was die Hypothese Il (inhibitorischen Einflissen auf den Gyrus dentatus von
anderen hippokampalen Strukturen) bekréftigt. Da ein Zusammenhang zwischen dem
Absterben der CA1-Neurone und der Abnahme von DCX-positiven Zellen im Gyrus dentatus
nach der Ischamie bestehen konnte, wurden beide Parameter hinsichtlich einer
Wechselbeziehung untersucht (Abb. 42).

Wechselbeziehung zwischen CA1-Neurone und
DCX 3 Tage nach Ischamie

35
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0 50 100 150 200 dentatus und der Anzahl von
Neurone pro 800 pm CA1 Neurone im CAl1-Band 3 Tage

nach globaler Ischamie
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Es konnte keine Korrelation zwischen beiden Parametern gefunden werden. Der Grund
hierfur, konnte in der Tatsache liegen, dass die Variation in der Schadensgrofe fur die
Detektion einer Wechselbeziehung zu klein war.

Mit der signifikanten Abnahme der DCX-positiven Zellen im Gyrus dentatus am Tag drei
nach Ischamie ging eine deutliche Zunahme von BrdU-positiven Zellen einher (Tabelle 8;
Abb. 42A). So waren im Gegensatz zur scheinoperierten Gruppe drei Tage nach Ischamie nur
20 % aller BrdU-positiven Zellen mit DCX kolokalisiert. Fir die Erklarung der signifikanten
Anderung des Verhaltnisses nach Ischamie gibt es zwei Moglichkeiten: Zum einen wurde drei
Tage nach Ischdmie eine viel hohere Anzahl von BrdU-positiven Zellen festgestellt, die
infolge der Induktion der Proliferation von Mikrogliazellen/Makrophagen entstanden war.
Zum anderen nahm die Anzahl der einzeln markierten DCX-Zellen im Gyrus dentatus drei
Tage nach der Ischdmie signifikant ab.

Fir die Abnahme der DCX-Zellen im Gyrus dentatus sind zwei Mechanismen vorstellbar:

Q) Die Geschwindigkeit der neuronalen Entwicklung ist durch den ischdmischen
Insult kurzzeitig erhéht und die vor dem Insult vorhandenen DCX- Zellen sind zu
Neuronen gereift.

(1)  Die unreifen Neurone sind selektiv verwundbar und diese, bereits vor dem
ischdmischen Ereignis entstandenen DCX-Zellen nach Ischdmie einem schnellen
und selektiven Zelltod zum Opfer gefallen. Dieser Effekt wurde von Romanko et
al. (2004) fir die SVZ beschrieben.

Da in dieser Arbeit weder einen Tag noch drei Tage nach Ischamie ein signifikanter
Unterschied der DCX/BrdU-positiven Zellen festgestellt wurde, kann man davon ausgehen,
dass die Proliferation von den nach der Ischdmie gebildeten neuronalen Progenitoren im
Gyrus dentatus zu einem friihen post-ischamischen Zeitpunkt nicht beeinflusst wurde. Jedoch
wird in der Literatur (Sharp et al., 2002; Nakatomi et al., 2002; Liu et al., 1998) von einer
Steigerung der Neurogenese (NeuN/BrdU) zu einem spéten Zeitpunkt (26 bzw. 40 Tage) nach
einer globalen Ischamie berichtet. Folglich kann die in der Literatur beschriebene Steigerung
der Neurogense aufgrund eines spéteren Beginns der Applikation oder einem besseren
Uberleben der neugebildeten Zellen nach der Ischamie erklart werden.

In der SVZ des lateralen Ventrikels, der zweiten Proliferationszone, wurde kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl DCX- und DCX/BrdU-positiver Zellen einen Tag und drei Tage
nach der globalen Ischamie festgestellt. Dieses Ergebnis verwunderte nicht, da im Modell der
globalen Ischédmie ein selektiver Zelltod der CA1-Pyramidenzellschicht auftritt. Da die SVZ

des lateralen Ventrikels vom Hippokampus anatomisch weit entfernt ist, reicht das von den
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absterbenden CA1-Neuronen entsendete Signal fiir eine Anderung der Neurogenese und
Wanderung von neuronalen Vorlauferzellen von der Wand des lateralen Ventrikels in den
Hippokampus nicht aus. Im Gegensatz dazu wurde im Modell der fokalen Ischamie ein
anderes Verteilungsmuster von DCX-positiven Zellen gefunden (Jin et al., 2003; Arvidsson et
al., 2002). In diesem Modell befindet sich das Hauptschadigungsgebiet in den kortikalen und
striatalen Regionen des Vorderhirnes. Hierbei wird die Proliferation neuronaler
Vorléauferzellen in der SVZ nach Ischamie gesteigert, die dann von der SVZ in die striatale

Schadensregion wandern.

4.2.3 Zunahme der Anzahl von ruhenden und proliferierenden Mikrogliazellen nach

globaler Ischamie

In allen untersuchten Regionen wurde drei Tage nach Ischdmie eine groRe Zunahme von
BrdU-positiven  Zellen gefunden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer
Veroffentlichungen (Liu et al., 1998; 2001; Iwai et al., 2001) wurde nicht nur in den
neurogenen Regionen eine selektive Farbung festgestellt, sondern eine groRflachige
Verteilung von proliferierenden Zellen in allen Regionen der hippokampalen Region, an allen
Ventrikelwédnden und im Striatum. Da es aber unwahrscheinlich ist, dass die
Stammzellproliferation tberall im Gehirn stattfindet, scheint die Mikrogliaproliferation fur
die massive Zunahme der BrdU-positiven Zellen zu dem frihen Zeitpunkt nach Ischamie im
Gehirn verantwortlich zu sein. Eine Doppelfarbung gegen BrdU und OX-42 bestatigte diese
Annahme.

In der Literatur wurde die Zunahme von Mikroglia in der hippokampalen Region nach
Ischamie schon ausfihrlich beschrieben (Gehrmann et al., 1995; Kato et al., 2003; Hsu et al.,
2003), aber eine Quantifizierung der proliferierenden Mikrogliazellen wurde in diesen
Untersuchungen nicht vorgenommen. Uberdies, wurden das Vorkommen und die
morphologische Anderung der Mikroglia nur im Hippokampus, aber nicht im Striatum
beschrieben. Die vorliegende Arbeit zeigte die erste direkte Quantifizierung von
proliferierenden Mikrogliazellen zu einem friihen Zeitpunkt nach Ischdmie. Besonders in den
nicht neurogenen Regionen (Hilus, Fissura hippocampi und CAl) wurde drei Tage nach
Ischdmie eine grolle Anzahl von BrdU-positiven Zellen, die mit dem OX-42 Antik6rper
doppelt markiert waren, gefunden.

Im Allgemeinen deutet die groRflachige und willkirliche Verteilung von OX-42 auf eine

Aktivierung der ruhenden Mikrogliazellen hin. Bei einer Schadigung von Neuronen
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verénderten sich die ruhenden Mikrogliazellen in phagozytierende Zellen. Es gab aber auch
Gehirnregionen mit cluster-artiger Verteilung der OX-42-positiven Zellen: rings um die
BlutgefaRe in der Fissura hippocampi und im Striatum wurde eine grofe Ansammlung von
proliferierenden Mikrogliazellen festgestellt. Das konnte bedeuten, dass die Bluthirnschranke
in den der Schadensregion benachbarten Regionen fir Immunzellen permeabel wurde und
Makrophagen aus dem Blut in gefahrdetes bzw. geschadigtes Gewebe einwanderten. Da aber
kein eindeutiger Strom von den GefélRen zu der CA1-Region detektiert werden konnte und
uberdies eine starke Anfarbung von Mikroglia in den histologisch ungeschédigten Regionen
des Gyrus dentatus und Hilus gesehen wurden, stiitzen diese Ergebnisse die Hypothese, dass
die aktivierte Mikrogliazellen/Makrophagen nicht nur flr die Beseitigung von Zelltrimmern
aus der CA1-Region verantwortlich waren, sondern auch fiir das Uberleben von Zellen in
gefédhrdeten Gebieten wichtig sein konnten, so z.B. fur die Kornerzellen des Gyrus dentatus
(Banati und Graeber, 1994; van Rossum und Hanisch, 2004). Diese Hypothese wurde dadurch
unterstrichen, dass in dem morphologisch intakten Hilus die Dichte der OX-42-positiven
Zellen ungeféahr gleich hoch war, wie in der Region um die Fissura hippocampi, in der die
Dendriten der geschédigten CA1-Neurone verlaufen. Daraus kann man schlussfolgern, dass
die Mikrogliazellen/Makrophagen nicht nur auf die chemischen Lockstoffe (Chemoattraktant)
der sterbenden Zellen reagierten (Witting et al., 2000; Lauber et al., 2003), sondern auch
Signale von Neuronen empfingen, die vielleicht nur funktionell beeintrachtigt waren. Die
eigenen elektrophysiologischen Untersuchungen in vivo stltzen die Theorie, dass der Gyrus
dentatus durch die Ischdmie beeintrachtigt wurde. Schon ab Tag eins nach Ischdmie wurde
die PSA im Gyrus dentatus signifikant reduziert. Besonders im Hippokampus waren
perineuronale mikrogliale Satellitenzellen an der Remodellierung von synaptischen
Verbindungen beteiligt (Blinzinger und Kreutzberg, 1968). Aufgrund dessen kann die
Aktivierung der Mikrogliazellen nach Ischdmie erklart werden. Dies konnte zu einer
Veranderung des Milieus um die Kornerzellen des Gyrus dentatus gefuhrt haben (Hypothese
IVb) und als moglicher Grund fiir die Beeintrachtigung der elektrophysiologischen Funktion
in Betracht gezogen werden. Desweiteren konnte die Aktivierung von ruhenden
Mikrogliazellen zu phagozytierenden Zellen mit der Reduktion der DCX-positiven Zellen
einen und drei Tage nach der Ischamie im Zusammenhang stehen.

Wie schon in der Einleitung (Kapitel 1.4.4) beschrieben, wird die Rolle der Mikrogliazellen
nach einem Insult sehr stark diskutiert. Zum einen gibt es mehrere Hinweise, dass
Mikrogliazellen protektiv sein kdnnen (Neumann et al., 2006; Lalancette-Hébert et al., 2007,

Chechneva et al., 2006; Hayashi et al., 2006), aber zum anderen auch kontroverse Resultate
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(Lees et al., 1993). Ob die Mikrogliazellen protektive Eigenschaften ausiiben oder nur fir die
Beseitigung abgestorbene bzw. spater sterbende Zellen gebildet wurden, bleibt weiterhin
unklar. Mdglicherweise treten aber beide Eigenschaften gleichzeitig auf.

Aullerdem wurde im Gehirnparenchym nach einem ischdmischen Insult noch eine andere
spezifische Anordnung von OX-42-positiven Zellen beobachtet. Von der Wand des dorsalen
3. Ventrikels aus flhrte ein Strom von Mikrogliazellen direkt in die hippokampale Formation
hinein. Aufgrund des spezifischen Farbemusters und der Morphologie der Mikrogliazellen
(rund mit kurzen Fortsatzen; Hickey et al., 1992) kann man schlussfolgern, dass
Makrophagen, die im Plexus choroideus gebildet wurden, eine Hauptquelle fir die im

Hippokampus sichtbaren OX-42-positiven Zellen waren.

4.2.4 Re-Expression von Nestin in reaktiven Astrozyten versus Einwanderung von
Nestin-Zellen aus den BlutgefalRen bzw. der Ventrikelwand nach globaler

Ischamie

Die Ko-Expression von Nestin und GFAP wurde in vielen experimentellen Modellen an
jungen und alten Tieren beobachtet. Darunter sind Modelle der Verletzung des Riickenmarkes
(Kozlova, 2003; Lang et al., 2004), der zerebralen Ischdmie (Lin et al., 1995; Duggal et al.,
1997; Doyle et al., 2001), der exzitotoxischen Schadigung des Hippokampus (Clarke et al.,
1994; Abdel-Rahman et al., 2004) und der traumatischen Gehirnverletzung (Holmin et al.,
1997). Dennoch gab es bisher noch keine eindeutige Erklérung dieses Effektes. Aus
Literaturdaten geht hervor, dass zu einem spéten Zeitpunkt (14 Tage) nach einer globalen
Ischdmie neue Neurone im CAl-Band detektiert wurden (Nakatomi et al., 2002; Schmidt und
Reymann, 2002), aber (ber die genauen Vorgéange, die zur Entstehung neuer Neurone im
Schadensgebiet notwendig sind, kommen mehrere Theorien in Frage. In der vorliegenden
Arbeit wurden erste Hinweise hinsichtlich der Herkunft der Nestin-positiven Zellen gefunden,
die als mogliche neuronale Vorlduferzellen differenzieren kdnnen. Ob es sich um eine Re-
Expression von Nestin in Astrozyten handelte oder um Nestin-positive Zellen, die

astrozytéren Charakter erhielten, wurde anhand von 2 Hypothesen diskutiert (Abb. 43).
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Hypothese 1: Hypothese 2:
Re-Expression von Nestin in Einwanderung von Nestin-
Astrozyten Zellen aus den BlutgefaRen
llschamie und der Ventrikelwand

» Aktivierung von Nestin-positiven
Zellen im Gyrus dentatus und
Wanderung ins Schadensgebiet

* Bildung von hypertrophen

» Aktivierung von adventitiellen Vor-
lduferzellen aus den Blutgefafien und
Tanyzyten in der Ependymzellschicht

Astrozyten des 3.Ventrikels
* Freisetzung von Nestin-positiven
Zellen ins Schadensgebiet und Gyrus
dentatus, die nicht GFAP-positiv sind.
* Aktivierung von hypertrophen
Astrozyten
' * Expression von GFAP in den Nestin-
* Re-Expression von Nestin in den Zellen im Schadensgebiet und Gyrus
hyperthrophen Astrozyten im Dentatus bzw. Hilus
Schadensgebiet und im Gyrus * Nachlieferung von Nestin-Zellen in
dentatus bzw. Hilus der Fissura hippocampi aus den
f Blutgefélien
R
R
NN
-:'-\:“)‘ ‘\\\\
"'—"-:_—_:‘;l._/f

3d nach Ischamie
\

* Bildung der Glianarbe im CA1-Band aus Nestin/GFAP-positiven Zellen
* Einzelne Nestin- und GFAP-pasitive Zellen im Hilus und Gyrus dentatus

* Bildung neuer Neurone aus den Nestin/GFAP-positiven Zellen im
CA1-Band?

* ~u Nestin-Zellen c Blutgefaie

Nestin/GFAP- ! )
positiveZellen . Nestin-positive

Tal ten
% Hypertrophe nyzy
Astrozyten

Abb. 43:

Schematische Darstellung der eigenen Ergebnisse nach globaler Ischdamie und zwei Hypothesen zur
Herkunft der Nestin-Zellen

CA1-CA3 (Cornu ammonis Regionen), DG (Gyrus dentatus), D3V (dorsaler 3.Ventrikel)
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Drei Tag nach Ischdmie wurden wie bei Yagita et al. (2002) Nestin-positive Zellen im
geschadigten CA1-Band, in vielen anderen Regionen der hippokampalen Region, aber auch
an den Ventrikelwénden und im Striatum detektiert. Im CAl-Band, Hilus und Striatum (Abb.
36A, C, E; Tabelle 11) wurde eine 50-93%ige Doppelmarkierung der GFAP-positiven Zellen
mit Nestin festgestellt. Diese Ergebnisse deuteten auf eine Re-Expression von Nestin in den
Astrozyten und damit auf eine Umkehrung in ein unreifes Stadium hin (Hypothese 1; Abb. 43
links). Dies war in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass die aktiven Astrozyten eine
maogliche Quelle fir entstandene Neurone sind (Li und Chopp, 1999; Lin et al., 1995; Duggal
et al, 1997). Daher kann man annehmen, dass die Nestin/GFAP-positiven Zellen die
Glianarbe im CA1-Band darstellen und vielleicht zusatzlich in neue Neuronen differenzieren.

Fraglich bei dieser Theorie der Re-Expression von Nestin in Astrozyten waren jedoch die
fehlenden Griinde fur die weit verbreitete Streuung von Nestin- und GFAP-positiven Zellen in
der Fissura hippocampi und im Gyrus dentatus drei Tage nach Ischdmie, die in diesen
Regionen zu 50-80 % nicht doppelt markiert waren (Abb. 36B, E). Unter
Kontrollbedingungen (Scheinoperation) wurde im Gyrus dentatus nur eine geringe Anzahl
von Nestin-positiven Zellen detektiert und drei Tage nach Isch&mie waren nur vereinzelte
Astrozyten mit dem Proliferationsmarker BrdU doppelt markiert (Abb. 33C, D). Diese
Feststellung stimmt, zumindest zu diesem friihen Zeitpunkt nach globaler Ischamie, nicht mit
der Annahme Uberein, dass sich Stammzellen massiv teilen und in GFAP-positive neuronale
Vorlauferzellen  differenzieren. Die  Verdffentlichungen der oben aufgefihrten
Arbeitsgruppen, die die Re-Expression von Nestin in Astrozyten beschrieben, erkléarten solche
Phédnomene ebenfalls nicht. Aufgrund dieser Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass die
Nestin/GFAP-positiven Zellen im Schadensgebiet nicht aus der Proliferationszone des Gyrus
dentatus stammen.

Weitere Daten dieser Untersuchung wiesen auf eine alternative Erklarung der Nestin- und
GFAP-Signale nach Ischdmie hin. Einen Tag nach Ausldsen eines ischamischen Insultes
wurden sowohl im Schadensgebiet, in der Fissura hippocampi als auch im Hilus bzw. Gyrus
dentatus Nestin-positive Zellen detektiert, die nicht mit dem Astrozytenmarker GFAP doppelt
markiert waren (Abb. 35A, B). Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse und aus Ergebnissen der
Literatur wurde eine neue Hypothese hinsichtlich der Herkunft der Nestin-Zellen und der
anschlielenden Differenzierung in Astrozyten nach globaler Ischdmie entwickelt (Hypothese
2, Abb. 43 rechts). In Hypothese 2 wurde die Einwanderung von Nestin-Zellen von
adventitiellen Vorlauferzellen aus BlutgefaBen und der Ependymzellschicht der

Ventrikelwand ins Schadensgebiet in Betracht gezogen, die anschlieBend den
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Astrozytenmarker GFAP exprimierten. In Bezug auf die Fissura hippocampi erschienen vor
kurzem neue Erkenntnisse in der Literatur, die einige Hinweise fir eine Erklarung der Nestin-
positiven, aber GFAP-negativen Zellen liefern. Yamashima et al. (2004) zeigte in
ungeschéadigten Tieren, dass eine allmahliche Differenzierung von adventitiellen
Vorlduferzellen (Progenitoren) zu unreifen Kdrnerzellen in der SGZ stattfindet. Hypothetisch
konnten unter ischdmischen Bedingungen Kapillaren/Arteriolen in anderen Gehirnregionen
(z.B. Fissura hippocampi) als mdogliche Ursprungsorte von Nestin-positiven aber GFAP-
negativen Vorlaufern in Frage kommen. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass
besonders in der Fissura hippocampi, die eine groRe Dichte an BlutgefaRen aufweist und
direkt neben der geschéadigten CA1 platziert ist, die Stammzellen aus dem Blut (Palmer et al.,
2000) rekrutiert wurden und diese Nestin-positiv aber GFAP-negativ waren. Zusatzlich wurde
von Chopp et al. (2007) eine Steigerung der Angiogenese nach Ischdmie berichtet, die
wahrscheinlich flr die Rettung der Uberlebenden Neurone gebildet werden. Die Erhéhung der
Angiogenese wurde auch in dieser Arbeit in der Fissura hippocampi und im Striatum
beobachtet.

Als zweiter moglicher Herkunftsort der Nestin-positiven Zellen wird in der Hypothese 2 die
Ependymzellschicht der Ventrikelwand angesehen. Hierfir gibt es aus der Literatur Hinweise,
dass die Tanyzyten in der Ependymzellschicht des 3.Ventrikels Nestin exprimieren und
maoglicherweise neuronale Vorlaufer sind (Xu et al., 2005). Diese Nestin-positiven Zellen
konnten dann auch ins Schadensgebiet wandern, GFAP exprimieren und als neuronale
Vorlaufer fungieren.

Neben dem Gyrus dentatus, wurde sowohl in vivo (Nakatomi et al., 2002) als auch in vitro
(Chechneva et al., 2005) eine weitere neurogene Zone in der hippokampalen Formation
beschrieben, die als mdgliche Quelle der neuen Neurone im CAl-Band in Frage kommt.
Diese Zone wurde als posteriorer Periventrikel (engl.: posterior periventricle, pPV)
bezeichnet, stellt einen Teil der lateralen Ventrikelwand dar und befindet sich oberhalb der
CAl-Pyramidenzellschicht. In den eigenen Untersuchungen wurden sowohl an der
Ventrikelwand des lateralen Ventrikels als auch des ventralen und dorsalen 3. Ventrikels eine
Vielzahl von GFAP- und Nestin-positiven Zellen markiert, die einzeln angeordnet waren
(Abb. 35E). Filippov et al. (2003) beschrieb drei verschiedene Typen von Nestin- positiven
Zellen im Gehirn von Nagern, wovon zweien ebenfalls der astrozytére Charakter fehlt. Diese
zwei Zelltypen wurden als schmale Zellen und ohne stark ausgeprégte Fortsatze beschrieben.
Sowohl unter Kontrollbedingungen als auch nach globaler Ischdmie wurden besonders am

ventralen Teil des v3V bipolare Nestin-Zellen mit langen Fortsatzen gefunden, die nicht mit
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dem Astrozytenmarker GFAP doppelt markiert waren. Da alle GFAP-positiven Zellen
Astrozyten sind, aber nicht alle Astrozyten GFAP exprimieren, besteht zudem noch die
Madglichkeit, dass die Nestin-positiven Zellen zu einer anderen Astrozytenart (S100B3- oder
Vimentin-positiv) gehorten und erst im Schadensgebiet oder im Hilus zu GFAP-positiven
Astrozyten differenzierten. Hierftr mussten aber noch weitere Untersuchungen durchgefthrt
werden.

Fir die Theorie der Einwanderung Nestin-positiver Zellen aus den Blutgefalen und der
Ependymzellschicht der Ventrikelwénde spricht die Tatsache, dass innerhalb kirzester Zeit
(24 Stunden) eine Vielzahl Nestin-positiver Zellen im Schadensgebiet vorzufinden waren und
diese nicht mit dem Proliferationsmarker BrdU markiert waren. Daraus kann man
schlussfolgern, dass diese Zellen bereits vor dem ischamischen Insult existiert haben.
AuBerhalb der hippokampalen Formation wurden drei Tage nach Ischamie am lateralen
Ventrikel und dem Striatum ebenfalls sehr interessante Ergebnisse hinsichtlich der Nestin-
und GFAP-Doppelmarkierung gefunden. Diese Region ist vom Schadensgebiet relativ weit
entfernt und wurde bisher von den Arbeitsgruppen, die sich mit globaler Ischdamie
beschaftigen, wenig beachtet und untersucht. An der Wand des lateralen Ventrikels wurden
sehr viele Nestin-positive Zellen und Astrozyten detektiert, die aber nur zu einer geringen
Anzahl doppelt markiert waren. Direkt neben der Wand des lateralen Ventrikels befindet sich
das Striatum. Auch hier wurde einen Tag nach der Ischamie eine Vielzahl von Nestin-Zellen
detektiert, die meist nicht mit dem Astrozytenmarker GFAP doppelt markiert waren. Wie in
der Fissura hippocampi wurden im Striatum rohrenférmige Nestin-positive Gebilde
vorgefunden, die wahrscheinlich BlutgefalRe waren. Am Tag drei nach Ischdmie wurden auch
hier eine zunehmende Anzahl von Nestin und GFAP doppelt markierten Zellen festgestellt,
die den Nestin re-exprimierenden Astrozyten im CAl1-Band und Hilus morphologisch
ahnelten. Wie im Hippokampus blieb die genaue Herkunft der Nestin/GFAP doppelt
markierten Zellen ungewiss. Auch hier kénnten die Hypothesen 1 und 2 angewendet werden.
Die Funktion der Astrozyten im Striatum, die Nestin re-exprimieren bzw. die Nestin-Zellen,
die GFAP exprimieren ist bisher unbekannt. Es kann spekuliert werden, dass einige Neurone
im Striatum nach einer globalen Ischdmie zwar morphologisch intakt schienen aber zeitweise
funktionell beeintrachtigt waren und wie im geschadigten Hippokampus eine Art

,Hilfesignal* sendeten.
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4.3 Thallium-Autometallographie zur Untersuchung des zerebralen Kalium-

Metabolismus der neuronalen Aktivitit nach globaler Ischamie

Mithilfe des Schwermetalls Thallium (TI) wird bei der Thallium-Autometallographie der
Kalium-Metabolismus und die neuronale Aktivitat visualisiert, wobei unabhdngig vom
untersuchten Areal sowohl Neurone als auch Gliazellen angefarbt werden kénnen. Die mit der
Thallium-Autometallographie erzeugten Bilder sind hochgradig komplex und zeigen deutlich,
dass in den verschiedenen Regionen der hippokampalen Formation Unterschiede im
Grundmetabolismus existieren. Die Strukturen sind gut abgegrenzt und die Farbungen reichen
von nahezu ungeféarbt bis tief schwarz. Da mit der Thallium-Autometallgraphie erstellte
Bilder den K*-Metabolismus und somit indirekt neuronale Aktivitat widerspiegeln, lassen sich
aus ihnen Informationen fur die funktionelle Bildgebung und den zerebralen Metabolismus
gewinnen. Es konnte daher davon ausgegangen werden, dass mit dieser Methode Hinweise
auf die Ursache der elektrophysiologischen Beeintrachtigung (in vivo) nach einer globalen
zerebralen Ischamie zu finden sein wiirden.

Gegenstand dieser Untersuchungen waren sowohl der K*-Metabolismus als auch die
neuronale und gliale Aktivitat im Hippokampus in naiven Tieren und nach 14 bzw. 56 Tagen

nach Ischamie.

4.3.1 Vertikale streifenformige Aktivitatsmuster der CA1-Neurone

Bei genauen Untersuchungen von Literaturdaten mit photomikroskopischen Aufnahmen des
Hippokampus wurden in einigen Fallen nach einer L&sion streifen- bzw. clusterférmige
Muster in der CAl-Region/Stratum radiatum festgestellt. Dieses Muster stimmt mit den
Ergebnissen unserer Thalliumfarbung tberein (Abb. 38A, 39A). Zum Beispiel wurde bei der
Anfarbung eines Hitzeschockproteines (HSP 27) nach einer Ischdmie eine periodisch
angeordnete Farbung beobachtet (Hsu und Buszaki, 1993; Kato et al., 1994). AuBerdem
wurde in ischamischen Ratten nach Anfarbung der CA1-Region/Stratum radiatum mit dem
Mikrogliamarker OX-42 ein deutliches streifenférmiges Muster detektiert (Hsu et al., 2003).
Dieses markante vertikale streifenférmige Muster wurde auch mit der Thallium-
Autometallographie in der CAl-Region/ Stratum radiatum detektiert (Abb. 38A, 39A). Nach
heutigem Wissensstand wurden dieser clusterférmige Effekt und das streifenférmige

Farbemuster bisher nicht erkannt bzw. diskutiert.
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Literaturdaten zur Untersuchungen des lokalen zerebralen Blutflusses im Hippokampus
(Kimura et al., 2002; McColl et al., 2004) zeigten keine Hinweise auf ein streifenférmiges
Muster. Daher wird angenommen, dass die clusterartige TI-Farbung nicht durch regionale
Unterschiede des Blutflusses bedingt war. In Ubereinstimmung mit der oben aufgefihrten
Literatur (Hsu et al., 2003) lassen die eigenen Ergebnisse darauf schliefen, dass die
alternierende Thallium-Farbung vor allem nach einem partiellen Schaden zum Vorschein
kommt. Hierbei werden die Uberlebenden von den abgestorbenen Neuronen deutlich
abgetrennt (Abb. 39A, C). Die zellulare Entscheidung Uber Leben und Tod der Neurone
scheint clusterformig in der CAl-Region verteilt zu sein. Deshalb zeigen die Daten der
vorliegenden Arbeit zusétzlich zu der bekannten spezifischen Vulnerabilitat der CA1-Region
zum ersten Mal, dass im Hippokampus auBerdem eine vertikale streifenformige Periodizitat
der Vulnerabilitat existiert. Dieser Effekt kann mit einer Nissl-Farbung nicht zum Ausdruck
gebracht werden, da die Zelltrummer in der CA1-Region mit angefarbt werden und somit das
clusterformige Muster nicht zum Vorschein kommt. (Abb. 39D). Weitere Untersuchungen
sind nétig, um die Parameter zu erforschen, die flr eine hohe oder niedrige Vulnerabilitat der

CAZ1-Neurone nach einem ischamischen Insult verantwortlich sind.

4.3.2 Anfarbung einzelner Neurone im Hilus und ihr Verschwinden nach Ischamie

Im Hilus naiver Tiere wurde eine auffallige Farbung einzelner Zellen festgestellt. Die
pyramidale Gestalt und die Lage der Zellen deuteten darauf hin, dass exzitatorische
Mooszellen (engl.: excitatory mossy cells) der naiven Tiere eine groBe Menge an TI
aufgenommen haben (schwarze Pfeile in Abb. 38D). In den Dendriten der Neurone wurde
ebenfalls TI" festgestellt. AuRerdem wurden spindelformige Zellkérper detektiert, die nur
sparlich gefarbt waren und unter der Kornerzellschicht lagen (Sternchen Abb. 38D). Die
Dendriten, die von diesen Zellen ausgehen, bildeten eine schwaches Netzwerk mit einer
groRen Anzahl von Verzweigungen, welche mittels der TI-Farbung in naiven Tieren deutlich
gezeigt wurde (Abb. 38D+E). Aufgrund der Morphologie dieses Zelltypes wurden diese
Neurone als ,,Hilus-Tractus perforans-verbindende Zellen* (engl.: hilar perforant path-
associated cells) (Freund und Buzséki, 1996) klassifiziert, die wahrscheinlich eine starke
Feedback-Inhibition der Kornerzellen vermitteln. Die eigenen Ergebnisse zeigten, dass die
Aktivitat sowohl der exzitatorischen als auch der inhibitorischen Interneurone im Hilus nach
einem ischamischen Insult verandert wurde. Nach der Ischdmie wurden dort mittels TI*-

Autometallographie keine Zellen mit erweiterten Fortsdtzen und dichtem dendritischen
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Netzwerk angefarbt. Dies schien besonders fur die Region im Hilus einschlieBlich bis zur
Spitze des Gyrus dentatus zuzutreffen (Abb. 39E+F, 40E, 41D+E). Das Verschwinden der
Féarbung dieser Interneurone lieR aber keine eindeutige Aussage zu, ob im Endeffekt eine
zunehmende Inhibition oder Exzitation auftrat. Die Ergebnisse der elektrophysiologischen
Untersuchungen in vivo nach Ischamie zeigten eine Beeintrachtigung der Doppelpuls-
Depression (Buzsaki et al., 1989), was auf eine Abnahme der Inhibition schlieBen lasst. Es
sollte auRerdem hervorgehoben werden, dass das Verschwinden der TI*-Farbung in den
Mooszellen und den ,Hilus- Tractus perforans- verbindenden Zellen® nicht
notwendigerweise bedeutet, dass Zellen gestorben oder weggewandert sind. Andererseits
zeigten frihere immunhistochemische Studien, dass zumindest die Mooszellen nach globaler
Ischamie gefahrdet sind (Hsu und Buzsaki, 1993). AulRerdem ist interessant, dass, abgesehen
von den Interneuronen unter Standardbedingungen keine Kalium-Aktivitdt in der
beschriebenen Region der Moosfasern zu sehen war. Da auch andere Regionen des Gehirnes,
in denen Axone verlaufen, wie dem Corpus callosum, ungeféarbt waren, gehen wir davon aus,

dass mit unserer Methode die Aktivitat von Axonen nicht angezeigt werden konnte.

4.3.3 Schadensabhangige Variationen der Intensitdt der Farbung des Stratum

moleculare und der Kérnerzellschicht

Bei Tieren 14 Tage nach der Ischdmie mit einem nahezu kompletten Zelltod im CA1-Band
wurde mit der Thallium Autometallographie eine ausgepragte dunkle Farbung des Stratum
moleculare und der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus festgestellt (\Vergleich Abb. 38A
und 39A mit 40A). In den Tieren 14 Tage nach der Ischdmie mit einem partiellen Schaden
und 8 Wochen nach Ischdmie wurde diese Form der Anfarbung nicht beobachtet (Abb. 39E,
F; 41D, E). Die intensive Farbung war ein wichtiger Hinweis auf die Ursache der
signifikanten und lang anhaltenden Abnahme der PSA im Gyrus dentatus nach einer
transienten globalen Ischdmie (siehe Kapitel 3.1.2.1), obwohl sich die Anzahl der
Kdrnerzellen im Gyrus dentatus nicht signifikant reduzierte (Aoyagi et al., 1998; Henrich-
Noack et al., 2005). Mithilfe der Nissl-Farbung wurde wie bei Smith et al. (1984) keine
schwere morphologische Anomalie in der Kodrnerzellschicht festgestellt (Abb. 40F; Kapitel
3.1.1, Abb. 16B). Durch die intensive TI*-Farbung der Kérnerzellschicht und des Stratum
moleculare gab es jetzt erstmalig einen morphologischen Hinweis auf eine Veranderung des
funktionellen Zustandes des Gyrus dentatus. Wahrscheinlich handelte es sich hierbei nicht um

eine erhohte Aktivitat der Kornerzellen des Gyrus dentatus, sondern um eine
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Hyperpolarisation. Diese Stérung der lonen-Homoostase kénnte als méglicher Grund fir die
Beeintrachtigung der Bildung eines Summenaktionspotentials nach einem ischamischen Insult
in den Kornerzellen des Gyrus dentatus in Frage kommen (Aoyagi et al., 1998; Henrich-
Noack et al.; 2005). Es wurde bereits gezeigt, dass eine Anderung der Kalium-Leitfihigkeit
wihrend einer Hypoxie mit einer Hyperpolarisation verbunden ist. Diese Anderung kann
maoglicherweise auf viele verschiedene Arten der Leitfahigkeit zuriickgefuhrt werden,
einschlieBlich der Ca**-abhangigen Leitfahigkeit der K*-lonen (Krnjevic und Leblond, 1989),
die ATP-regulierte Leitfahigkeit der K'-lonen (Ashcroft, 1988) und die Adenosin-
aktivierende-G-Protein-abhangige Leitfahigkeit der K*-lonen (Berne und Rubio, 1974). Diese
Studien zeigten, dass die Zunahme der Kalium-Leitfahigkeit mit einer Abnahme der
Erregbarkeit wéhrend einer Hypoxie/lschamie verbunden ist und unterstitzen die Hypothese,
dass eine Hyperpolarisation, die durch die intensive TI*-Farbung im Stratum moleculare und
in den Kornerzellen angezeigt wurde, eine mogliche Erklarung fur das verringerte PS-Signal
im Gyrus dentatus nach globaler Ischdmie ist. Der mit Zunahme einer persistierenden
Kalium-Leitfahigkeit verbundene erhéhte K*-Efflux wiirde durch eine verstirkte Aktivitét der
Na'/ K'-ATPase kompensiert, die neben K*-lonen auch TI*-lonen in die Zelle transportiert
und damit eine Zunahme der intrazellularen TI"-lonenkonzentration begiinstigt. Das
Phanomen der intensiven TI'-Farbung der Kornerzellschicht und des Stratum moleculare
nach Ischdmie konnte auf eine Protektion der Neurone in der Kornerzellschicht deuten und
schien auch nur fur einen begrenzten Zeitraum zuzutreffen. In den Abb. 41D, E ist ersichtlich,
dass 56 Tage nach der Ischamie eine unauffillige TI"-Farbung festgestellt wurde, so dass man
davon ausgehen kann, dass der physiologische Zustand der Kérnerzellen des Gyrus dentatus
wieder hergestellt wurde. Man kann davon ausgehen, dass 56 Tage nach der Ischdmie die
Kdrnerzellen wieder vollstandig funktionsfahig waren und eine PSA erzeugen kdnnten. Diese
Hypothese ist aber mit dem vorliegenden Protokoll der elektrophysiologischen Messungen in
vivo an der freibeweglichen Ratte nicht Uberprifbar, da die implantierten Elektroden 56 Tage

nach der Ischdmie aufgrund des Schadelwachstums nicht mehr exakt platziert sind.
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4.3.4 Zunahme des intrazellularen Kalium in aktivierten Gliazellen

Astrozyten werden mit der Thallium-Autometallographie in verschiedenen Regionen des
Gehirnes in unterschiedlichem Malie angefarbt (Goldschmidt et al., 2004), obwohl sie fast
tberall zu finden sind und in einigen Regionen sogar der dominierende Zelltyp sind.
Astrozyten sind malRgeblich an der Regulation des Flussigkeitsmiliues im Gehirn beteiligt und
sorgen fur die Aufrechterhaltung des Kalium-Haushaltes. Die wahrend der Erregungsleitung
in Nervenzellen frei werdenden K*- lonen werden von den Gliazellen aufgenommen. Dieser
Vorgang wird als Kaliumpufferung bezeichnet (Kofuji und Newman, 2004) und kann in
aktive K'-Aufnahme und ,rdumliches Puffern® von K' unterteilt werden. Die aktive
Aufnahme von Kalium in Astrozyten wird durch zwei verschiedene Transporter, die Na*/K"-
ATPase und den Na'/K'/2CI'-Kotransporter durchgefilhrt. Um die Konzentrations-
verschiebung auszugleichen, wird neben der aktiven Aufnahme von lonen passiv Wasser in
die Zellen aufgenommen. Dadurch schrumpft am Ort der Pufferung der Extrazellularraum
(Holthoff und Witte, 2000). Uber Gap junctions (Kopplungsstellen zwischen Astrozyten)
diffundieren die Uberschissigen lonen innerhalb des Synzytiums an Orte niederer
Konzentration und werden dort, zusammen mit Wasser, wieder in den interstitiellen Raum
abgegeben, was dort zu einer VergrolRerung des Extrazellularraumes fihrt (Holthoff und
Witte, 2000). Die vorliegenden Ergebnisse kdnnen jedoch noch keine Hinweise geben, in
welchem Ausmall die Kaliumpufferung zur Farbung von Gliazellen mit der Thallium-
Autometallographie beitrégt. In unserer aktuellen Studie kdnnen wir nicht eindeutig zwischen
TI"-positiven Mikrogliazellen und Astrozyten unterscheiden. Beide Zelltypen kénnen ihre
Kalium-Physiologie nach einem Insult &ndern (Lyons et al., 2000; Boucsein et al., 2000;
Khanna et al., 2001; Kwon et al., 2003; Thomas et al., 2004). Abbildung 40D zeigt den
kompletten Schaden in der CA1-Region der hippokampalen Formation 14 Tage nach globaler
Ischdmie anhand einer Nissl-Farbung. Die kleinen dunkelblauen Punkte deuteten die Vielzahl
von Gliazellen an, die tber den ganzen Hippokampus und besonders in der CA1-Region und
dem Hilus (Abb. 40F) verteilt waren. Im Gegensatz dazu wurde mit der entsprechenden TI*-
Féarbung eine deutliche streifenformige Anfarbung von aktivierten, nicht-neuronalen Zellen in
der CAl-Region/Stratum radiatum sichtbar (Abb. 40A). Dies deutete darauf hin, dass eine
Subpopulation von Gliazellen mit dem Kalium-Tracer TI" zu diesem Zeitpunkt nach Ischamie
angefarbt war. Im Stratum lucidum der CA3-Region wurde eine starke Mikrogliareaktion
nach Ischdmie gezeigt (Hsu und Buzsaki, 1993). Auch in den eigenen Versuchen wurde in

dieser Region des Hippokampus ein sehr stark ausgepragtes T1*-Signal gefunden (Abb. 40A,
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B), welches 56 Tage nach Ischdmie noch detektierbar war (Abb. 41E). AuRerdem zeigte die
Morphologie der TI*-gefarbten nicht-neuronalen Zellen im Hippokampus, dass zu dieser
spaten Phase nach dem ischdmischen Insult vor allem Mikrogliazellen eine umfangreiche
Kaliumaufnahme durchfuhrten. Die Abbildungen aus der Publikation von Hsu et al. (2003)
stimmten mit dieser Hypothese Uberein, da diese auch eine streifenférmige Anordnung von

OX-42-gefarbten Zellen nach Ischamie offenbarten.

4.3.5 Fragmentierung der Dendriten im Stratum radiatum 56 Tage nach Ischdmie

Die wenigen (berlebenden Neurone in der CAl-Pyramidenzellschicht 56 Tage nach
Induktion einer globalen Ischdmie zeigten interessante Charakteristika (Abb. 41A). In diesen
Zellen war das Soma sehr dunkel angefarbt, so dass auf einen verstirkten K*-Einstrom
geschlossen werden kann. Dies stimmte mit den Ergebnissen von Zou et al. (2005) tberein,
der eine selektive Anderung des Kaliumstromes in den CA1-Neuronen nach einer Lasion
zeigte. In der CAl-Region der hippokampalen Formation nahmen die Amplituden der
verzogerten gleichgerichteten Kaliumstrome in den Neuronen nach Ischdmie zu. Man kann
spekulieren, dass eine erhdhte K*-Leitfahigkeit eine der Ursachen fiir das Uberlebenden der
Neurone in der CA1-Region und deren starke TI*-Farbung ist. AuBerdem wurde bei den
uberlebenden oder neugebildeten CAl1-Neurone 56 Tage nach Ischdmie eine fragmentierte
Féarbung der Dendriten im Stratum radiatum detektiert. Es gibt zwei mogliche Grunde fur
dieses Phanomen:

0] die fragmentierte Farbung konnte ein Hinweis auf einen sehr langsamen
degenerativen Prozess sein. Ein langsames Auflésen von postsynaptischen
Strukturen nach einer langen Rezirkulationszeit wurde bereits von Bonnekoh et al.
(1990) beschrieben.

(i)  die fragmentierte Farbung zeigte einen remodellierenden Prozess an, der fir neue
Verbindungen dieser iberlebenden bzw. neugebildeten CA1-Neurone stattfand.

Unsere Daten weisen darauf hin, dass wahrscheinlich nach der Ischdmie in den
prasynaptischen CA3-Neuronen keine groBe Aktivitdt mehr vorhanden ist (Vergleich Abb.
38F und 41F), die die Erregungen uber die Schaffer-Kollateralen zu den CAl-Dendriten im
Stratum radiatum vermitteln. Trotzdem sah diese Thallium-inaktive CA3-Region nach einer
Nissl-Farbung unaufféllig aus, was auf keine Schadigung hindeutete (Abb. 41F, links). Fiur
die weitere Klarung der Spekulation waren elektrophysiologische Messungen ex vivo

notwendig.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die neuronale Funktion und Plastizitat in der hippokampalen
Formation nach einer globalen zerebralen Ischdmie zu untersuchen.
Eine transiente Vorderhirnischdmie bewirkte einen selektiven Zelluntergang in der CA1l-
Region des Hippokampus, wahrend der benachbarte Gyrus dentatus morphologisch (Nissl-
Féarbung) unbeeintrachtigt blieb. Trotzdem war schon zu einem frilhen Zeitpunkt nach
transienter globaler Ischamie die Aktionspotential-Generierung (PSA) im Gyrus dentatus sehr
stark vermindert oder blockiert, wahrend die synaptische Transmission (fEPSP) kaum
beeinflusst wurde. Eine Stimulation 10 Tage nach Ischdmieinduktion fuhrte zu einer
Verstarkung oder erst zur Induktion messbarer Potentiale. In ex vivo hippokampalen
Schnittpréparaten von ischdmischen Tieren wurden bei der Populationsspike-Generierung, bei
der Doppelpuls-Inhibition und bei der LTP keine Funktionsbeeintrachtigungen beobachtet.
Weiterfihrende immunhistochemische Untersuchungen zeigten zeitlich korrelierende
morphologische  Verdnderungen im  Vorderhirn. Es wurde eine signifikante
Proliferationssteigerung 1 und 3 Tage nach einer globalen Ischdmie detektiert, wobei die
Mehrzahl der neu gebildeten Zellen an Tag 3 nach Ischamie im geschadigten CAl-Bereich,
im Gyrus dentatus, in der Fissura hippocampi, im Hilus und im Striatum als
Mikrogliazellen/Makrophagen charakterisiert wurden. Die Ergebnisse dieser Experimente
deuteten des Weiteren darauf hin, dass die Mikrogliazellen/Makrophagen z.T. aus
gewebestéandigen Mikroglia entstanden sind, aber z.T. auch aus den Blutgefaen und aus den
Ventrikelwénden in das Gehirnparenchym migriert sein kénnten.
Fur die Untersuchung der Verdnderung der frihen Neurogenese wurden neuronale
Vorléauferzellen (DCX-positiv) in den Proliferationszonen des Gyrus dentatus und der SVZ
untersucht. Es wurde jedoch keine signifikante Erhohung neu gebildeter neuronaler
Vorlauferzellen (DCX/BrdU-positiv) in beiden Proliferationszonen detektiert. Hingegen
wurde eine Reduktion der Anzahl neuronaler Vorlduferzellen (DCX-positiv) im Gyrus
dentatus gefunden, die sich hauptsachlich auf das obere Blatt beschrénkte, welches sich sehr
nah an der geschadigten CA1-Region befindet.
Astrozyten wurden im Hippokampus 1 und 3 Tage nach Ischdmie deutlich aktiviert, und zwar
nicht nur im CA1-Bereich, in dem Zelltod auftritt, sondern u.a. auch im Gyrus dentatus und
im Striatum. Im Gegensatz zu den Mikroglia/Makrophagen wurde fast keine
Astrozytenproliferation festgestellt. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die aktivierten
Astrozyten zum grofRen Teil auch Nestin exprimieren. Generell wird Nestin als Marker fir
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neurale Vorlduferzellen angesehen, was bedeuten kdnnte, dass Vorlduferzellen sich in
Astrozyten differenziert haben. Jedoch gibt es auch Hinweise fur den umgekehrten VVorgang,
d.h. dass es zu einer De-Differenzierung von Astrozyten kommt.

Eines der interessantesten Ergebnisse wurde mit der Methode der Thallium
Autometallographie erzielt. Im Gegensatz zum Hippokampusgewebe von ungeschédigten
Tieren war das Stratum moleculare und die Granularzellschicht des Gyrus dentatus 14 Tage
nach Ischamie mit vollstandigem CAZ1-Schaden intensiv und dunkel angefarbt, wobei es sich
aber wahrscheinlich nicht um eine erhohte Aktivitat der Granularzellen des Gyrus dentatus
handelt, sondern um eine Hyperpolarisation. Diese Veranderung der lonen-Homdostase
konnte als moglicher Grund fir die signifikante Reduktion des PS nach einem ischdmischen
Insult in Frage kommen. Zusétzlich wurden mit dieser neuen Farbemethode ein vertikales
streifenférmige Aktivierungsmuster im CAl-Band und eine sehr spét einsetzende und
langsame Degeneration der CAl-Dendriten gezeigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bereits zu einem frihen Zeitpunkt nach einer
globalen zerebralen Ischdamie neben dem Zelltod der CA1-Pyramidenzellen, eine Abnahme
DCX-positiver Zellen und Funktionsbeeintrachtigung in den Kdrnerzellen des Gyrus dentatus
und eine massive Zunahme von Mikroglia/Makrophagen und Nestin/GFAP-positiven Zellen
im gesamten Vorderhirn auftreten. Durch diese Ergebnisse wird die Komplexitat der
verschiedenen Vorgange nach einer globalen Ischamie hervorgehoben, die bei der Suche nach
einer endogenen regenerativen Strategie berlicksichtigt werden sollten. Desweiteren zeigen
die Resultate der Thallium-Autometallographie erstmals eine Synopsis von Funktion und

Morphologie auf zellul&rer Ebene im post-ischdmischen Hippokampus.
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6. ANHANG

6.1 Abklirzungsverzeichnis

2-DG 2-Deoxyglukose-Methode

2VO 2-Gefalie-Verschluss

4VO0 4-GefaRe-Verschluss

aCSF artificial cerebrospinal fluid

Abb. Abbildung

Aqua dest. Aqua destillata

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionséure
ATP Adenosin-Triphosphat

bFGF basic fibroblast growth factor (Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
BDNF brain derived neurotrophic factor

BO Bulbus olfactorius

BrdU Bromdesoxyuridin (5”-bromo-2"-deoxyuridin)
bzw. Beziehungsweise

C Féarbung im Cocktail

CA cornus ammonis

ca. circa

CaMKIlI Ca?*/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase 11
CPS Kryoprotektionslésung (cryoprotection solution)
CSF colony stimulating factors

Cy2 Carbocyanin

Cy3 Carboxymethylindocyanin

d3v dorsaler 3.Ventrikel

DAB 3,3-Diaminobenzidin

DCX Doublecortin

DNA Desoxyribonukleinséure

DNS Esel-Normalserum

DPX 1,3-diethyl-8-phenylxanthin

d.h. das heifl3t

DCX Doublecortin

EGF epidermal growth factor
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EIP
fEPSP
FGF
Fiss.hippoc.
GABA
GD
GFAP
GNS

HIV

HSP

IGF
I/0-Kurve
IL

i.p.

Konz.
LTP

LV
MCAO
MF

MRT
Na'/K*-ATPase
NeuN
NBQX
NGF
NMDA
NO

iINOS
pO,, pCO,
PBS

PFA

PKC
PNQX
PS

PSA

Endinspiratorischer Druck

exzitatorischen postsynaptischen Feldpotentiale
fibroblast growth factor (Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
Fissura hippocampalis

v-Amino Butyric Acid (y-Aminobuttersaure)

Gyrus dentatus (Dentate gyrus)

glial fibrillary acidic protein

Ziegen-Normalserum

human immunodeficiency virus

Hitzeschockprotein

insulin-like growth factor

Reiz-Antwort-Kurve (input-output-curve)

Interleukin

intraperitoneal

Konzentration

Langzeitpotenzierung

lateraler Ventrikel

Middle cerebral artery occlusion (mittlere Zerebralarterienokklusion)
Moosfasern

Magnetresonanztomographie

Natrium-Kalium-ATPase

Neuron-spezifisches Nukle&r-Protein
2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-2,3-dione
nerve growth factor

N-methyl-D-aspartat

Stickstoffmonoxid

induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase

Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck

Phosphate Buffered Saline

Paraformaldehyd

Proteinkinase C
9-methyl-amino-6-nitro-hexahydro-benzo(f)quinoxalinedione
population spike

population spike amplitude
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PTP
RMS
RT

S

SEM
SGZ
SK

STP

Str. gr.
Str.lac./mol
Svz
TBS

TI
TNFa
TUNEL

u.a.
v3V
z.B.
ZNS
z.Z.

posttetanische Potenzierung

rostraler migratorischer Strom

Raumtemperatur

sequenzielle Farbung

standard error of the mean

subgranularen Zone des Gyrus dentatus
Schaffer-Kollaterale

Kurzzeit-Potenzierung (short term potentiation)
Stratum granulosum

Stratum lacunosum moleculare
Subventrikularzone

Theta-Burst-Stimulation

Thallium

Tumornekrosefaktor o

terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end
labeling

unter anderem

ventraler 3.Ventrikel

zum Beispiel

Zentralnervensystem

zurzeit
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6.2 Materialien und Geréate

Globale Ischdmie

Material Hersteller Ort, Land

Gase (N20, Oy) Linde Magdeburg, D
Halothan H169 Sigma Deisenhofen, D
Heparin Rathiopharm Ulm, D

Xylocain Gel Astra GmbH Wedel, D

Gerat Hersteller Ort, Land
Blutgasanalysator ABL 5 Radiometer Kopenhagen, DK

Blutzuckermessgerat One Touch Basic

Ortho Diagnostic / Johnsen
&
Johnsens Systems GmbH

Neckargemund, D

Drucktransducer FMI Foehr Medical Seeheim, D
FMITBD/1220
Kleintierbeatmungspumpe Hugo Sachs Electronics | March, D
KTR4
Messbriicken-Verstarker FMI Foehr Medical Seeheim, D
MIO 0501 Dc
Narkosestand Medimorph MedLab Leipzig, D
Polyethylenschlauch als Katheter NeolLab Heidelberg, D
Staubsauger Miele D
Thermometer Beckmann & Egle Kernen, D
Typ MD3150 Industrieelektronik GmbH
Tubus Eigenbau Magdeburg, D
Leibniz Institut fur
Neurobiologie (IfN)
Unterdruckkammer Eigenbau IfN Magdeburg, D

Warmekissen

Warenhaus Karstadt

Magdeburg, D
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Stereotaktischen Operation und elektophysiologischen Messung in vivo

Material Hersteller Ort, Land
Pentobarbital P-3761 Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Wasserstoffperoxid VWR/ Merck Darmstadt, D
Gerat Hersteller Ort, Land
Auswerteprogramm PWin IfN Magdeburg, D

CED 1401plus (Analog/Digitalwandler)

Sciencepark

Cambridge, UK

Dentalbohrer Nouvag Goldbach, CH
Dentalbohrkopf Meisinger Disseldorf, D
US 3RA; 12mm

Dentalzement-Paladur

Heraeus Kuelzer

Hanau, D

Differential-Verstarker IfN Magdeburg, D
Edelstahldraht 0,1mm Baumarkt Magdeburg, D
Edelstahlschrauben Optotec Rathenow, D

M1,4; K 2,5: L3,8; VI-081/C

Elektrodendraht

Altbestand aus DDR

Gummisockel IfN Magdeburg, D
Oszilloskop; HM 205-3 HAMEG GmbH Frankfurt/Main, D
Reiz-, Ableit- und Erdungskabel IfN Magdeburg, D
Stereotaxie Stolting [llinois, USA

Stimulator
A-M-Systems Model 2100

Science Products GmbH

Frankfurt/Main, D

Stimulus Isolator A365

World Precision
Instruments (WPI)

Sarasota, USA

Swivel

Alice Cing Chatham
MEDICAL ARTS

USA

Tierboxen fur Elektrophysiologische

Messungen am freibeweglichen Tier

IfN

Magdeburg, D

Verstarker M61W/M61K

VEB Metra Mess- und

Frequenztechnik

Radebeul, D

Vierkanalverstarker

IfN

Magdeburg, D
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Ex vivo-Elektrophysiologie

Material Hersteller Ort, Land
Alpha-D-Glucose Serva Heidelberg, D
Kaliumchlorid Merck Darmstadt, D
Kalium-Dihydrogen-Phosphat Serva Heidelberg, D
Kalziumchlorid Merck Darmstadt, D
Magnesiumsulfat Merck Darmstadt, D
Natriumchlorid Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Natriumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Gerat Hersteller Ort, Land
Analysierprogramm PWin IfN Magdeburg, D
Badheizung TR 100-SK1 INH Magdeburg, D

Binokular

Carl Zeiss Jena

Jena, D

Edelstahl-Stimulationselektroden (ummantelt
mit Epoxylite-Lack)

VEB Drehkondensatoren

Magdeburg, D

Elektrodenziehgerét Narishige JP

Elektrodenhalter/Pellets WPI Berlin, D

Epoxylite 6001-M Epoxylite International London, UK
Ltd.

Feinmanipulatoren WPI Berlin, D

Gewebe-Chopper

Institut fir Pharmakologie

und Toxikologie

Magdeburg, D

Glaselektroden

Hilgenberg GmbH

Maisfeld, D

Kammer Institut fur Pharmakologie | Magdeburg, D
und Toxikologie
Oszilloskop Gould

Stimulator A-M Systems

A-M Systems, Inc.

Carlsborg, USA

Verstarker A-M Systems

A-M Systems, Inc.

Carlsborg, USA

Voltage-Follower

WPI

Berlin, D
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Histologie

Material Hersteller Ort, Land
1,3-diethyl-8-phenylxanthin (DPX) Fluka Chemika Buchs, CH
3,3-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
ABC-Kit Vector/AXXORA Griinberg, D
BrdU (5”-bromo-2"-deoxyuridin) Sigma Deisenhofen, D
Chloroform VWR/ Merck Darmstadt, D
Diethyldithiocarbamat-Natrium Salz Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
(DEDTC)

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat VWR/Merk Darmstadt, D
Esel-Normalserum (DNS) Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Ethanol 100% VWR/ Merck Darmstadt, D
Ethylenglycol VWR/ Merck Darmstadt, D
Gelatine VWR/ Merck Darmstadt, D
Glutardialdehyd Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Glycerol Roth Karlsruhe, D
Gummi arabicum Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Histomount Shandon Pittsburgh, USA

Hydrochinon

Fluka Chemika

Buchs, CH

Kaliumdichromat VWR/ Merck Darmstadt, D
Konz. Essigsaure VWR/ Merck Darmstadt, D
Konz. Salzséure Roth Karlsruhe, D
Methanol VWR/ Merck Darmstadt, D
Natriumchlorid Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat VWR/ Merck Darmstadt, D
Natriumsulfid-Nonahydrat Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Optal VWR/ Merck Darmstadt, D
Paraformaldehyd VWR/ Merck Darmstadt, D
Paraplast Roth Karlsruhe, D
Ratten-Normalserum Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Rotisol Roth Karlsruhe, D

126




ANHANG

Saccharose VWR/ Merck Darmstadt, D
Séaurefuchsin Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Silbernitrat Merck Darmstadt, D
Thallium(l)acetat Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Toluidinblau Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Tri-Natriumzitrat-Dihydrat Merck Darmstadt, D
TritonX100 Roth Karlsruhe, D
Xylol VWR/ Merck Darmstadt, D
Ziegen-Normalserum (GNS) Sigma-Aldrich Taufkirchen, D
Zitronensaure VWR/ Merck Darmstadt, D
Zitronensaure-Monohydrat Merk Darmstadt, D
Gerat Hersteller Ort, Land
24-Well-Multischalen Biochrom Berlin, D
Deckgléser Roth Karlsruhe, D
Eppendorftubes Roth Karlsruhe, D
Farbegestell fir Objekttrager Roth Karlsruhe, D
Féarbekivetten (abgedunkelt und Kklar) Roth Karlsruhe, D

Gefriermikrotom

Leica, Microm

Nussloch; Walldorf, D

Konfokales-Laser-Scanning-Mikroskop LSM | Carl Zeiss Jena, D

5 Pascal

Lichtmikroskop Jenaval, Carl Zeiss Jena, D
Magnetrihrer mit Heizplatte Heidolph Schabach, D
Objekttrager Superfrost Plus Roth Karlsruhe, D
Objekttrager, geschliffen, geputzt Roth Karlsruhe, D
Perfusionspumpen Ismatec Zurich, CH
MS-CA2-620C und ISM 914 A

pH-Meter Knick Berlin, D
Schlittenmikrotom Leica Nussloch, D
Schuttler THO 5 Gerlach/Ommilab Bremen, D
Warmeschrank Heraeus/Kendro Hanau, D
Wasserbad Leica Nussloch, D
Zentrifugenrohrchen Biochrom Berlin, D
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Antikdrper
Hergestellt | Gegen Antigen | Monoklonal | Gekoppelt | Hersteller Ort, Land
in (Spezies) | (19G) (m) mit
Polyklonal
(P)
Esel Huhn p Cy2 Dianova Hamburg, D
Esel Maus p biotinyliert | Dianova Hamburg, D
Esel Maus p Cy3 Dianova Hamburg, D
Esel Ratte p Cy2 Dianova Hamburg, D
Esel Ratte p biotinyliert | Dianova Hamburg, D
Esel Ziege p Cy3 Dianova Hamburg, D
Kaninchen | S-100p m Swant CH
Maus B11-Tubulin m Promega Mannheim, D
Maus GFAP m Chemicon Hofheim, D
Maus Nestin m BD Bioscience | Erembodegem,
BE
Maus NeuN m Chemicon Munchen, D
Maus OX-42 m DPC-Biermann | Bad Nauheim, D
Huhn GFAP p Chemicon Hofheim, D
Kaninchen Mensch+Maus | p R & D Systems | Wiesbaden-
Caspase 3 aktiv Nordenstadt, D
A
Ratte BrdU IgG 2a m Oxford Oxford, UK
Biotechnology
Ziege DCX p Santa Cruz Santa Cruz, USA
Biotechnology
Ziege Maus p Cy3 Dianova Hamburg, D
Ziege Kaninchen p Alexa Fluor | Mobitec Gottingen, D
568
Ziege Kaninchen p Cy3 Dianova Hamburg, D
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