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1. EINLEITUNG

Die Entschliisselung der Funktionen des menschlichen Gehirns ist eines der grolen Ziele
unserer technischen und forschenden Gesellschaft; Stiick fiir Stiick tastet man sich diesem
entgegen. Psychologie und Verhaltensforschung einerseits und Neurologie, Neurophysiologie
und Bioinformatik andererseits ndhern sich einander immer weiter an.

Fiir zahlreiche neurologische Krankheitsbilder, die noch nicht kausal therapierbar sind,
konnten neuroprotektive Medikamente eine therapeutische Ansatzmdglichkeit sein, indem
diese mit adulter Neurogenese und Apoptose in Wechselwirkung treten, und eventuell einen
hirneigenen zelluldren regenerativen Mechanismus durch Integration neuronaler
Vorlduferzellen stimulieren.

Die vorliegende Arbeit sollte einen kleinen Beitrag zur Grundlagenforschung leisten, indem
an Autopsiefillen nach stattgehabtem hypoxischen Hirnschaden bzw. spontaner
Subarachnoidalblutung (SAB) adulte Neurogenese und Apoptose in der Kornerzellschicht des
hippokampalen Gyrus dentatus beschrieben und mit Kontrollféllen verglichen werden sollten.
Daraus wollten wir auf die grundsétzlich mogliche Anwesenheit eines solchen Mechanismus

schlieBen.

1.1 Uberblick

1.1.1 Neurogenese

Neurogenese bezeichnet im weiten Sinn jedes Wachstum von Neuronen. Man unterscheidet
zwischen einerseits der embryonalen Neurogenese wiahrend der Entwicklung des zentralen
Nervensystems (ZNS), und andererseits der adulten Neurogenese, also der Proliferation,
Entwickelung, Migration und Integration neuer Neuronen in ein bereits vollstindig
ausgewachsenes ZNS (Kempermann et al. 2004).

Seit langem befand sich adulte Neurogenese in wissenschaftlicher Diskussion. Im Laufe der
Zeit dnderten sich die Vorstellungen, Uberzeugungen und Erkenntnisse gemeinsam mit den
aktuellen neurowissenschaftlichen Methoden und deren Aussagekraft (Gross 2000).

Im letzten Jahrhundert war die entscheidende Frage, ob es adulte Neurogenese iiberhaupt gibt
(Gross 2000) - heutzutage geht man davon aus, dass im hippokampalen Gyrus dentatus und
manchen anderen Regionen des ZNS adulte Neurogenese von neuronalen Stammzellen

ausgeht (engl. ,neural stem cells’, NSC) (Alvarez-Buylla and Jackson 2005, S. 416-417), und



die Erforschung von Umsténden, auslosenden Faktoren und vor allem therapeutischen

Einsatzmoglichkeiten steht im Vordergrund aktueller Forschungsbestrebungen.

1.1.2 Apoptose

Apoptose und Nekrose sind zwei unterschiedliche Formen des Zelluntergangs, die sowohl in
Ursache als auch Ablauf charakteristische Gegensitze aufweisen.

Bei der Apoptose wird das Erbgut der Zelle, die DNS (Desoxyribonukleinsdure), stark
kondensiert und in Bruchstiicke gespalten. Die Zellorganellen werden zu kleinen
apoptotischen Korperchen zusammengeballt; insgesamt schrumpft die Zelle, sodass sie
weitestgehend ohne gesteigerte Immunaktivitdt phagozytiert werden kann (Elmore 2007).
Apoptose kann sowohl von auflen {iber Apoptoserezeptoren (extrinsischer Weg), wie auch
von der Zelle selber aktiviert werden (intrinsischer Weg) (Adams J 2003).
Molekularbiologisch spielen dabei Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen) sowohl effektorisch als
auch in der Signaltransduktion die Hauptrolle (Elmore 2007).

Apoptose wurde lange als ausschlieBlich physiologische Form des Zelluntergangs angesehen
(Adams J 2003, Elmore 2007), da sie grundsitzlich in fast allen Geweben des Korpers
vorkommt und zusammen mit stindiger Regeneration und Mitose zur Erhaltung des
homoostatischen zelluldren FlieBgleichgewichts dient. Insbesondere in der Immunabwehr
werden autoreaktive, sinnlose und iiberschiissige Komponenten apoptotisch abgebaut, die in
grofBer Zahl durch ein diffiziles Zufallsprinzip entstehen, sodass eine mdglichst gro3e Vielfalt
der humoralen (Antikdrper) und zelluldren Abwehr (Zellrezeptoren) gewihrleistet ist. Auch in
der embryonalen Entwicklung werden zahlreiche iiberzéhlige Gewebe apoptotisch abgebaut
(Adams J 2003, Elmore 2007).

Allerdings ist in letzter Zeit gesteigerte bzw. verminderte Apoptose auch als wesentlicher
Bestandteil der Pathogenese zahlreicher Krankheiten bekannt geworden (z.B. das erworbene
Immundefektsyndrom durch das Humane Immundefizienz-Virus, Lupus erythematodes,
Malignome, TransplantatabstoBung, Virushepatitiden, akute Neuronenschidden
unterschiedlicher Pathogenese, Amyotrophe Lateralsklerose, Chorea Huntington, Demenz
vom Alzheimer-Typ oder Morbus Parkinson) - und gilt somit als potentieller zukiinftiger

therapeutischer Angriffspunkt (Elmore 2007, Kermer et al. 2004).

Die nekrotische Zelle ist, im Gegensatz zur apoptotischen, das Opfer toxischer,

erregerbedingter oder ischdmischer Schiadigung - daher wird Nekrose auch als pathologischer



Zelluntergang bezeichnet. Nekrotische Zellen schwellen an, platzen, und eine heftige

Immunreaktion wird in der Regel ausgeldst (Elmore 2007).

1.2 Hypoxischer Hirnschaden und ischamische Krankheitsbilder

1.2.1 Definition

Man grenzt grundsitzlich drei neurologische Krankheitsbilder gegeneinander ab, die alle zu
einer Minderversorgung der Neuronen mit Sauerstoff fithren, sich aber sonst in Atiologie,
Pathogenese, Klinik, Diagnose und Therapie stark unterscheiden (Caplan 2002, S. 1345f):

*  Der hypoxische Hirnschaden: Durch generalisierte zerebrale Minderperfusion bedingt,
sind alle Neuronen betroffen. Gebrauchliche Synonyme sind globale Ischimie, hypoxische
Enzephalopathie, hypoxisch-hypotensive Enzephalopathie, zentrale Hypoxie und zerebrale
Hypoxie.

* Die fokale Ischdmie: Durch Verschluss eines hirnversorgenden Gefia3es bedingt, sind
nur Neuronen in dessen Versorgungsgebiet betroffen, z.B. Schlaganfall.

» Die hamorrhagische Ischdmie wird durch eine SAB oder andere intrazerebrale Blutung

verursacht.

1.2.2 Hypoxischer Hirnschaden

Der hypoxische Hirnschaden ist eines der entscheidenden Probleme in der Rettungs-, Notfall-,
und Geburtsmedizin (Berger and Garnier 2000, Booth et al. 2004, Schwab et al. 1999, S. 627,
Zandbergen et al. 1998, Wijdicks et al. 2006). Er stellt die Hauptursache fiir Komplikationen
nach primér erfolgreicher kardiopulmonaler Reanimation bei Herzstillstand dar (Madl and
Holzer 2004) - Ursache ist eine globale zerebrale Sauerstoffminderversorgung.

Beinahe 80% der Betroffenen lagen anschlieBend unterschiedlich lange im Koma bzw. 40%
blieben im permanenten vegetativen Status (apallisches Syndrom) (Madl et al. 2000). Fast alle
Patienten waren ihr restliches Leben lang pflegebediirftig (Thomke und Weilemann 2007).
Nach einem Jahr waren 80% der Betroffenen verstorben (Madl and Holzer 2004).

Als weitere Ursachen kommen grundsitzlich Erkrankungen der hirnzufiihrenden Gefél3e,
ernst arterielle Hypotension, respiratorische Insuffizienz und Schock in Betracht; in der

Geburtsmedizin ist eine verminderte umbilikale Zirkulation bei prolongiertem Geburtsverlauf



die Hauptursache fiir hypoxische Hirnschidden des Neugeborenen (Adams R et al. 2000, S.
1140-1142, Berger and Garnier 2000).
Die Therapie beschriankte sich bisher auf Intensivmedizin und Rehabilitation {iber Monate bis
Jahre (Thomke und Weilemann 2007). Primédres Ziel war die Lebenserhaltung; im weiteren
Verlauf versuchte man fiir jeden Patienten individuell die groBtmdogliche Funktionalitdt zu
erreichen.
Zusitzlich wird seit 2002 eine milde Hypothermie (Unterkiihlung) auf 32-34°C fiir
mindestens 24 Stunden bei allen Patienten mit Verdacht auf Hypoxie empfohlen;
insbesondere nach jeder kardialen Reanimationen (Hypothermia after Cardiac Arrest Study
Group 2002). Weitere Indikationen dieses Therapieansatzes wurden noch diskutiert.
Eine weitere zukiinftige therapeutische Option konnten neuroprotektive Medikamente sein,
die mit adulter Neurogenese und Apoptose interferieren und somit evtl. das Wachstum,
Auswandern und vor allem die funktionelle Integration neuronaler Vorlduferzellen
stimulieren.
Mindestens genauso wichtig wie die Therapie war allerdings die Pravention des hypoxischen
Hirnschadens in der Reanimationssituation (Nolan et al. 2005). Insgesamt fehlte allerdings
leider immer noch eine Leitlinie fiir die Therapie des hypoxischen Hirnschadens bei
Erwachsenen bzw. den Umgang mit frisch kardiopulmonal reanimierten Patienten.
Zur Prognoseabschdtzung bei Patienten mit stattgehabtem hypoxischen Hirnschaden konnten
ibereinstimmend geméal dreier aktueller Meta-Analysen mit insgesamt um die 1500 Patienten
(Booth et al. 2004, Wijdicks et al. 2006, Zandbergen et al. 1998) folgende Kriterien
herangezogen werden:

»  Sind die direkten und indirekten Pupillenretlexe beidseits auslosbar?

» Sind die Kornealreflexe beidseits auslosbar?

»  Wie stark sind die Abwehrreaktionen des Patienten gegeniiber Schmerzen?
Fiir eine schlechte Prognose sprachen weiterhin isoelektrische und Burst-Suppressions-Muster
in der Elektroenzephalografie (Wijdicks et al. 2006, Zandbergen et al. 1998), keine sensibel
evozierbaren Potentiale nach Stimulation des Nervus medianus (Madl et al. 2000, Wijdicks et
al. 2006, Zandbergen et al. 1998) und generalisierte myklonische Anfille (Wijdicks et al.
2006). Ebenfalls mit schlechter Prognose assoziiert waren erhohte Serumwerte der
neuronenspezifischen Enolase (NSE), einem intrazelluliren Enzym des neuronalen
Glukosestoffwechsels (Phosphopyruvathydratase) tiber 120 ng/ml (Schaarschmidt et al. 1994,
Zandbergen et al. 1998) bzw. von S-100, einem kalziumbindenden Protein astroglialer Zellen

des ZNS, mit iiber 0,7 pg/l (Martens et al. 1998).



Diese Parameter waren allerdings vor der Hypothermie-Ara erhoben worden, sodass ihr

aktueller Wert noch geklart werden musste.

1.2.3 Pathophysiologie des hypoxischen Neurons

Durch die physiologische Regulierung des zerebralen GefdBwiderstandes toleriert das ZNS
mittlere arterielle Perfusionsdriicke bis 60 mmHg herab. Fillt dieser jedoch weiter ab, kommt
es nach vollstindigem Verbrauch lokaler Energiequellen innerhalb von 3-5 Minuten zu
Energiemangel und hypoxischem Zelluntergang (Adams R et al. 2000, S. 1141f). Besonders
stark betroffen sind die Grenzgebiete der arteriellen Blutversorgung (Prinzip der letzten
Wiese), wie beispielsweise die Laminae 3, 4 und 6 der GroBhirnrinde, die Purkinjezellen des
Kleinhirns, das Striatum und der Hippokampus (Madl and Holzer 2004, Schwab et al. 1999,
S. 627).

Eine zentrale Rolle bei der Zellschidigung spielt die Steigerung der intrazelluldren Ca®'-
Konzentration. Sie wird verursacht durch die verminderte Aktivitit der Na'/K'-ATPase und
dem daraus resultierenden Anstieg des Membranpotentials. Weiterhin spielen wahrscheinlich
neben weiteren lonenverschiebungen auch der Anstieg von freien Fettsduren und Laktat aus
der anaeroben Glykolyse eine gro3e Rolle (Adams R et al. 2000, S. 1141f).

Die Erhéhung der intrazellulidren Ca*-Konzentration wird noch verstirkt durch Stimulation
exzitatorischer Glutamatrezeptoren vom N-Methyl-D-Aspartat- und Amino-Hydroxy-Methyl-
Isoxazol-Propionséure-Typ und flihrt durch Aktivierung von Proteasen zum Abbau des
Zytoskeletts. AuBerdem regt sie durch Aktivierung der Phospholipase A2 und der
Cyklooxygenase die Produktion hochreaktiver freier Radikale an, z.B. Peroxynitrit (NOOv)
(Adams R et al. 2000, S. 1141f). Es resultiert insgesamt eine irreversible Schiadigung der
Mitochondrien und das Anschwellen der Zelle durch einstromende H,O-Molekiile, die dem
entstandenen osmotischen Gefille folgen (Adams R et al. 2000, S. 1141f).

Eine schwer hypoxische Nervenzelle geht typischerweise in Nekrose unter, allerdings ist die
Rolle der Apoptose, insbesondere bei Kornerzellen, noch nicht abschlieBend geklért (sieche

Seite 64).

1.2.4 Fokale Ischamie

Im Gegensatz zum hypoxischen Hirnschaden entsteht die fokale Ischimie durch plétzlichen
Verschluss einer hirnversorgenden Arterie. Da alle Arterien distal des Circulus arteriosus

Willisii im ZNS zur funktionellen Endstrombahn gehoren (Trepel 2004, S. 259-268), gibt es
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einen engen Zusammenhang zwischen verschlossenem Gefdl, ischdmischem Gebiet und
klinisch resultierendem fokal neurologischem Detizit (Caplan 2002, S. 1346-1357). Bildet
sich dieses schnell oder innerhalb von maximal 24 Stunden zuriick, spricht man von einer
transitorisch ischamischen Attacke, engl. ,warning stroke’; ist mit einer Riickbildung nicht
mehr zu rechnen, geht man von einem Schlaganfall aus, engl. ,complete stroke’ (Caplan 2002,
S. 1345f).

Am Schlaganfall und dessen Folgen starben 2004 in Deutschland 44 von 100.000 Frauen
bzw. 52 von 100.000 Ménnern. Er war somit an dritter Stelle der deutschen Todesstatistik -
nach Krankheiten des Kreislaufsystems und bdosartigen Neubildungen (Organisation for
Economic Cooperation and Development 2007).

Therapeutisch hat sich in den letzten Jahren der hohe Stellenwert von intensivem Monitoring
(,Stoke Unit’) und medikamentdser Prévention bzw. Therapie der Komplikationen
herausgestellt (Poeck und Hacke 2006, S. 201, 206-214). Kausal wird versucht, die
verschlossene Arterie durch eine intravendse Lyse innerhalb eines Intervalls von 3 Stunden -
bzw. durch eine gezielte kathetherangiographische Lyse nach bis zu 6 Stunden wieder zu

erdftnen (Poeck und Hacke 2006, S. 203-206).

1.3 Subarachnoidalblutung

Die spontane SAB ist die hdufigste intrakranielle Blutung zwischen 35 und 65 Jahren (Adams
R et al. 2000, S. 869). Zwischen 1960 und 1996 erlitten 6-8 von 100.000 Personen jahrlich
eine SAB (Linn et al. 1996). Blutungsquelle sind meist rupturierte Aneurysmen -
pathologische Aussackungen der Zerebralarterien, meist an deren Aufteilungsstellen, von
durchschnittlich 7,5 mm GroBe (Kassell et al. 1990). Von der spontanen SAB sind
Subarachnoidalblutungen bei Schéddelhirntraumata abzugrenzen.

Als klinisches Warnzeichen gilt der plotzlich einschieende Vernichtungskopfschmerz.
Zusitzlich konnen Nackenschmerzen bzw. Meningismus, vegetative Symptome (Erbrechen,
Ubelkeit, SchweiBausbruch, Blutdruck-, Puls-, Atmungs- und Temperaturverinderungen)
sowie Storungen der Vigilanz auftreten (Poeck und Hacke 2006, S. 266f). Oft ist im
nachhinein eine Warnblutung oder ein lokalneurologisches Symptom Wochen vor der SAB
zu eruieren gewesen, bei denen schon Handlungsbedarf bestanden hétte (Adams R et al. 2000,
S. 870f, Edlow and Caplan 2000, Poeck und Hacke 2006, S. 264). Anhand der neu
aufgetretenen Neurologie wurden die Patienten nach Hunt and Hess (1968) in 5

prognosebestimmende Gruppen eingeteilt; allerdings riickt heute die Einteilungsmethode der
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,World Federation of Neurological Surgeons’ in den Vordergrund, die auf der Glasgow-
Komaskala und dem Vorhandensein motorischer Austfélle beruht (Teasdale et al. 1988).

Die Diagnose wird in der akuten Situation iiblicherweise im CT gestellt, wobei beachtet
werden muss, dass gerade kleinere Blutungen und Aneurysmen unter 4 mm oft nicht erkannt
werden (Wardlaw and White 2000) - bei weiter bestechendem Verdacht wird eine
Liquorpunktion empfohlen (Edlow and Caplan 2000). AnschlieBend wird bei
kathetherangiographischem Aneurysmanachweis die Differentialindikation zur Therapie
gestellt. Dazu stehen neurochirurgisch-operatives ,clipping’ und neuroradiologisch-
kathetherangiographisches ,coiling’ zur Verfiigung (Adams R et al. 2000, S. 874f,
International Subarachnoid Aneurysm Trial (ISAT) Collaborative Group 2002, Kassell et al.
1990, Poeck und Hacke 2006, S. 272-275). Die jeweilige genaue Indikationsstellung wurde
noch kontrovers diskutiert.

Die Prognose gilt insgesamt als schlecht. Man geht davon aus, dass ca. 30 % der Patienten
bereits priahospital wegen zentraler Dysregulation oder einer Hirntamponade versterben (Linn
et al. 1996, Poeck und Hacke 2006, S. 267-270). Bei nur 30% kann mit einer Erholung auf
das vorausgegangene Niveau gerechnet werden, da neben der initialen Problematik zusétzlich
innerhalb der ersten zwei Wochen die Gefahr zahlreicher Komplikationen besteht: erneute
Blutungen, Hydrocephali, Hyponatridmie, kardiale Arrhythmien und Vasospasmen der

basalen Hirnarterien (Broderick et al. 1994, Poeck und Hacke 2006, S. 267-270).

1.4 Natdrlich vorkommende adulte Neurogenese unter besonderer

Berticksichtigung des hippokampalen Gyrus dentatus

1.4.1 Anatomie und Funktion des Hippokampus

Anatomischer Aufbau

Der Hippokampus befindet sich zum groBten Teil im Temporallappen, medial der Innenwand
des Seitenventrikelunterhornes. Rostral endet er im Pes hippocampi, dorsalkaudal setzt er sich
in die Fornix fort. Er ist lateral vom Gyrus parahippocampalis und der Area entorhinalis
umgeben, neokortikalen Anteilen des limbischen Systems - der Hippokampus selber gehdort
allerdings zum dreischichtigen Allokortex (Trepel 2004, S. 205f).

Im histologischen Querschnitt durch den Hippokampus (Abbildung 1) erkennt man die innere

gebogene Struktur des Gyrus dentatus, um den sich das Cornu ammonis (CA) windet. Dieses
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wird traditionell in die im Querschnitt nebeneinander liegenden Anteile CA 1 bis 4 und das
Subikulum aufgeteilt.

Das CA besteht aus folgenden drei Schichten: das duflere Stratum oriens, in der Mitte das
Stratum pyramidale, das wegen seiner Pyramidenzelldichte gut erkennbar ist, und das innen
gelegene Stratum moleculare (Trepel 2004, S. 205f).

Der Gyrus dentatus schichtet sich analog: auBlen das Stratum moleculare, das gut erkennbare
Stratum granulosum in der Mitte (dt. Kornerzellschicht), und innen das Stratum

subgranulosum (dt. subgranuldre Zone oder Subgranulérschicht) (Trepel 2004, S. 206).

Subikulum. _» -

Blutgefan .
7 Gyrus dentatus.

b ( y ; L)

a

Plexus choroideus
'\

“CA3

- .-
o ;
» ‘-‘

Abbildung 1. Ubersichtsaufname des Gyrus dentatus des Autopsiefalls mit Ifnd Nr. Ko12 (siehe Seite 54) im
Querschnitt, gefarbt mit Himalaun nach Mayer. Der Balken entspricht 0,5 mm, Beschriftung nach Trepel (2004),
S. 206.

Synaptische Verschaltung des Gyrus Dentatus

Afferenzen
Den groflen Dendritenbaum der Kornerzellen im Gyrus dentatus erreichen GABAerge Fasern
(Neurotransmitter: Gamma-amino-buttersdure) aus der Area entorhinalis, cholinerge Fasern
(Acetylcholin) aus der Septumregion, und Kommissurenfasern vom kontralateralen Gyrus

dentatus (GABA und vasoaktives intestinales Polypeptid) (Frotscher et al. 1988).
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Efferenzen
Die Axonen der Kornerzellen (Moosfasern) projizieren zu den proximalen Dendriten der
Pyramidenzellen in den ipsilateralen CA3- und CA4-Regionen sowie in der kontralateralen

CA3-Region (Schwerdtfeger 1984).

Der trisynaptische Schaltkreis
Die Afferenzen und Efferenzen des Gyrus dentatus schlieBen sich mit den Schaffer-
Kollateralen (Projektionen von CA3 iiber das Subikulum und CAl direkt zur Area
entorhinalis) zu einem trisynaptischen Schaltkreis zusammen.
Dieser wird durch die Fasern des Tractus perforans erginzt, die direkt von der Area
entorinalis auf CA1 und CA3 projizieren, und somit den Gyrus dentatus umgehen (Frotscher

et al. 1988, Johnson and Amaral 2003, S. 417-458, Schwerdtfeger 1984).
Funktion des Hippokampus

Der Hippokampus gehort als Teil des Papez-Neuronenkreises zum limbischen System. Dieses
hat herausragende Funktionen bei grundlegenden Emotionen und der Speicherung expliziter
Gedichtnisinhalte (Johnson and Amaral 2003, S. 417-458, Trepel 2004, S. 203-208).

In den Anfingen der Neurochirurgie stellte man fest, dass massive Lisionen des
Hippokampus zu komplettem Verlust des antero- und retrograden expliziten Geddchtnisses
fithren; nur frilheste Erinnerungen bleiben erhalten (Scoville and Milner 1957, Steinvorth et
al. 2005).

Am Tiermodell und mit computergestiitzten Analysen wurde nun versucht, ein modernes
Funktionsmodell des Hippokampus zu entwickeln (Schwerdtfeger 1984, Treves and Rolls
1994). In diesen Modellen wurde Pufferung und Riickprojektion von bestehenden und neuen
Gedichtnisinhalten in den Neokortex als Hauptfunktion des Hippokampus angesehen. Dabei
galt CA3 als eigenstdndiges Autoassoziationsnetzwerk, das neue Sinneswahrnehmungen aus
dem Neokortex mit speziellen Assoziationsmustern und anderen Gedichtnisinhalten aus dem
Gyrus dentatus verrechnet. Durch einen derartigen Mechanismus konnte schon bei der

kleinsten Wahrnehmung eine Vielzahl von Assoziationen abgerufen werden.

1.4.2 Ablauf adulter Neurogenese im hippokampalen Gyrus dentatus

Adulte Neurogenese wurde im Tiermodell an vielen Stellen des ZNS nachgewiesen (siche
Seite 68), bei Menschen lediglich im hippokampalen Gyrus dentatus, in CAl, im Bulbus
olfactorius und in der subventrikuldaren Zone des Seitenventrikelunterhorns (SVZ) (siche Seite

69). Dabei ist der Gyrus dentatus die am besten erforschte Region.
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Die adulte Neurogenese ist ein extrem komplexer Prozess, der nach Gage et al. (1998) in
folgende fiinf Schritte unterteilt werden kann:

=  Proliferation der Stammzellen,

=  Uberleben der Tochterzellen,

*  Migration zum Zielareal der Zellen,

= Differenzierung zu reifen Neuronen und Ausbildung synaptischer Verbindungen,

= Etablierung der funktionellen Verbindung.
Im Folgenden soll auf die einzelnen Schritte nidher eingegangen werden (Die geschilderten
Erkenntnisse stammen allerdings ausschlieBlich aus Tierexperimenten, da eine solch intensive

Forschung an menschlichen Gehirnen in vielerlei Hinsicht problematisch ist [siehe Seite 69]).
Proliferation der Stammzellen

Die NSC des Gyrus dentatus sind postembryonale pluripotente Stammzellen, die unter
Selbsterhaltung durch asymmetrische Zellteilung Folgezellen erzeugen kénnen (Abrous et al.
2005, Gage et al. 1995, Kempermann et al. 2004). Als ihr Ursprung wurden Radialgliazellen
diskutiert, die zuvor nur als unreife Gliazellen angesehen worden waren, die embryonal das
gesamte ZNS-Parenchym durchspannen und der Migration embryonaler Neuronen den Weg
weisen (Alvarez-Buylla and Jackson 2005, S. 424f, Kempermann et al. 2004, Shapiro and
Ribak 2005). Die NSC wurden anhand des Expressionsmusters der extrem frithen Marker
junger neuronaler Vorlduferzellen ,paired-box-6’, ,empty-spiracles-homeobox-2’ und
,mushashi-1 bzw. -2’ in der innen gelegenen subgranuldren Zone des Gyrus dentatus durch
Immunhistochemie lokalisiert (Nakatomi et al. 2002).
Mit fortlaufender Entwicklung der jungen Zellen werden Nachfolgerzellen anhand ihres
immunhistochemischen Expressionsmusters unterschieden (Abrous et al. 2005, Kempermann
et al. 2004):

» Typ-1-Zelle: glial fibrial acid protein (GFAP) +,

» Typ-2a-Zelle: Nestin +, doublecortin (DCX) -, GFAP -,

=  Typ-2b-Zelle: Nestin +, DCX -, GFAP -,

* Typ-3-Zelle: Nestin +, DCX +,

= frithe postmitotische Zelle: DCX +, Calretinin +,

= gpite postmitotische Zelle: DCX +, Calbindin +.
Die friihen Nachfolgerzellen liegen in Clustern in der subgranuldren Zone (Abrous et al. 2005,
Kuhn et al. 1996) und konnten gut in vitro beobachtet werden, sodass die Eigenschaften

(Morphologie, Elektrophysiologie, Ionenkandle und Neurotransmitter-Rezeptoren) der
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einzelnen Nachfolgerzellen sehr genau bekannt sind (Bischofberger und Schmidt-Hieber
2006, Shapiro and Ribak 2005, van Praag et al. 2002).

Die frithen Nachfolgerzellen konnen sich noch voriibergehend teilen (engl. ,transiently
amplifying cells’), worauf im Verlauf mit steigendem Differenzierungsgrad und sinkender
Proliferationsbereitschaft schlieBlich ein postmitotischer Zustand erreicht wird (Abrous et al.
2005, Kempermann et al. 2004).

Es wurde postuliert, dass eine bestimmte Wachstumsfaktorumgebung bendtigt wiirde, um
diesen Vorgang iliberhaupt zu ermoglichen (sog. Umweltnischen, engl. ,microenvironments’)
(Seki 2003), in denen Neurotransmitter, Expression und Aktivierung von Rezeptoren und
bestimmte gliale Zellpopulationen eine wichtige Rolle spielen sollten. Eventuell {ibt das
gesamte adulte Sdugerhirn eine Art allgemeinen Anti-Neurogenese-Einfluss aus, der nur in

jenen Umweltnischen antagonisiert wird (Kempermann et al. 2004).
Uberleben der Tochterzellen

Im Gyrus dentatus der Maus, der aus insgesamt 300.000 Kornerzellen besteht, wurden ca. 150
neue Kornerzellen pro Tag gemessen (Kempermann et al. 1997b). Der lingste beobachtete
Zeitraum, den die neuen Neuronen iiberlebten, war 11 Monate (Kempermann et al. 2003, van
Praag et al. 2002).

In der Ratte wurden etwa 9.000 neue von insgesamt 4.000.000 Kornerzellen (Cameron and
McKay 2001) und im Makakenaffen 200 von 4.800.000 Kornerzellen pro Tag gemessen
(Kornack and Rakic 1999), die wiederum mindestens 79 Tage iiberlebten (Tonchev and
Yamashima 2006).

Eine daraus resultierende lebenslange Gréfenzunahme des Gyrus dentatus durch anhaltende
Neurogenese ohne entsprechenden Zelluntergang wurde diskutiert (Amrein et al. 2004). Die
beschriebenen Unterschiede hingen allerdings nicht nur von der Spezies ab; auch Aufzucht

und Laborbedingungen spielten eine grofle Rolle.
Migration zum Zielareal der Zellen

Aus der subgranuldren Zone ist eine sogenannte ,short distance‘-Migration der jungen
postmitotischen Kornerzellen zur Kornerzellschicht beschrieben worden (Shapiro et al. 2007),

durch die fortlaufende Migration entsteht ein Altersgradient der jungen Neuronen.
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Differenzierung zu reifen Neuronen, synaptische Verbindungen und Etablierung der

funktionellen Verbindung

Die funktionelle Eingliederung der jungen Neuronen in den Gyrus dentatus wird immer noch
kontrovers diskutiert (siche Seite 71). Allerdings sollen einzelne bedeutende Erkenntnisse
herausgehoben werden:

= Die Differenzierung der jungen Zellen liber den ,point-of-no-return‘ zum Neuron
wurde schon nach circa einer Woche festgelegt. In der Ratte wiesen cirka 70-90% der jungen
Zellen neuronale Differenzierung auf, der Rest differenzierte zu Astrozyten oder anderen
Gliazellen (Brandt et al. 2003, Kempermann et al. 2003, Sharp et al. 2002).

= Die jungen Neuronen hatten elektronenmikroskopisch einen fiir Kornerzellen
typischen intrazelluldren Apparat (Kaplan and Bell 1984).

» Sie lieBen die fiir sie typischen Axonen auswachsen (Moosfasern, vgl. Seite 13)
(Hastings and Gould 1999), allerdings sank deren Anzahl nach vier Tagen wieder -
vermutlich durch Auslese (Shapiro et al. 2007).

= Der typische Dendritenbaum wuchs nicht nur in Richtung Area entorhinalis aus,
sondern empfing auch Signale von dort (van Praag et al. 2002).

= Nach einigen Monaten waren die Membranpotentiale der jungen Kornerzellen und
deren Axonen bzw. Dendriten nicht mehr von denen anderer Kornerzellen zu unterscheiden
(van Praag et al. 2002).

Sie erfiillen somit geméf Bischofberger und Schmidt-Hieber (2006) alle messbaren Kriterien

ausdifferenzierter Kornerzellen des Gyrus dentatus.

1.4.3 Zur Historie der adulten Neurogenese

Vor 1960 galt adulte Neurogenese lange als unvorstellbar. Dies stiitzte sich vor allem auf die
Ansichten des bekannten Mediziners und Neurowissenschaftlers Santiago Ramon y Cajal, der
1913 argumentierte, dass eine solch extreme Form der neuronalen Plastizitét, wie die adulte
Neurogenese, in einem komplexen und ausdifferenzierten System, wie einem erwachsenen
Sdugergehirn, nicht vorkommen kdnne (Gross 2000). Entgegengesetzte Meinungen waren
damals kaum haltbar, schlieBlich gab es keine Methode, adulte Neurogenese mit Gewissheit
nachzuweisen - insbesondere eine Unterscheidung zwischen Neuronen und Zellen glialer
Differenzierung war damals noch nicht mdglich (siche Ubersichtsarbeit Gross 2000).

Erste Forschungsbestrebungen, die auf weite Anerkennung stieen, wurden in den frithen

sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts von einer Forschungsgruppe um Joseph Altmann
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durchgefiihrt, die junge, sich teilende Zellen im Gyrus dentatus aufspiirte. Sie wiesen
autoradiographisch ein bestimmtes Radionuklid in Gewebeschnitten des Gyrus dentatus nach,
das sie in vivo in die DNS aller mitotischen Zellen integriert hatten (H’-Thymidin), und
postulierten, da der Gyrus dentatus nur aus Neuronen bestehe, dass die sich teilenden Zellen
Neuronen sein miissten (Altman and Das 1965). Von Kaplan and Bell (1984) wurde spéter
der elektronenmikroskopische Nachweis erbracht, dass die jungen Zellen auch neuronale
Morphologie hatten.

Wieder gab es Gegenstimmen: Eckenhoff and Rakic 1988 kamen in groBen Studien an
Rhesusaffen zu dem Schluss, dass adulte Neurogenese ausschlieBlich auf das Gebiet des
Gyrus dentatus im Hippokampus beschrénkt sei, und dort auch kurz nach der Geburt wieder
ende.

Doch verschiedene funktionelle Nachweise der neuronalen Identitdt der jungen Zellen bei
adulten Versuchstieren wurden daraufhin entwickelt: Mit fluoreszierenden Markern, die sich
retrograd in der gesamten jungen Zelle verteilten, beobachtete man Axonen, die aus jungen
Neuronen entlang typischer Bahnen auswuchsen (Stanfield and Trice 1988), und es gelang in
vitro aus isolierten NSC adulter Ratten neue Neuronen zu ziichten (Gage et al. 1995).

Der eindeutige Beweis fiir adulte Neurogenese im adulten Sdugergehirn wurde erst von Kuhn
et al. (1996) an Ratten erbracht, indem sie konfokale Mikroskopie mit Immunhistochemie von
Markern neuronaler Differenzierung und des Proliferationsmarkers Brom-Desoxy-Uridin
(BrDU) kombinierten, einem Thymidinanalogon, das in vivo in die DNS bei der Zellteilung
eingebaut wurde. Mit dieser Methode wurde schlieflich adulte Neurogenese auch in
verschiedenen Affenarten (Gould et al. 1998, Kornack and Rakic 1999) und in Menschen

nachgewiesen (Eriksson et al. 1998).

2. FRAGESTELLUNG

Gegenstand der vorliegenden retrospektiven Arbeit war es, an Autopsiefillen nach
stattgehabtem hypoxischen Hirnschaden bzw. spontaner SAB adulte Neurogenese und
Apoptose in der Kornerzellschicht des hippokampalen Gyrus dentatus zu beschreiben und mit
Kontrollfdllen zu vergleichen. Daraus wollten wir auf die grundsitzlich mogliche
Anwesenheit eines hirneigenen zelluldren regenerativen Mechanismus unter diesen
Bedingungen schlie3en.

Die folgenden Fragen wurden bearbeitet:
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2.1 Zentrale Hypothesen

a. ,In Autopsiefdllen nach zerebraler Hypoxie sind die natiirliche Neurogenese und
Apoptose im Gyrus dentatus signifikant verdndert gegeniiber Féllen ohne neuropathologische
Auffalligkeiten.*

Zugehorige Nullhypothese: ,In Autopsiefillen nach zerebraler Hypoxie sind die natiirliche
Neurogenese und Apoptose im Gyrus dentatus nicht signifikant verdndert gegeniiber Féllen
ohne neuropathologische Auffilligkeiten.*

b. ,In Autopsiefillen nach SAB sind die natiirliche Neurogenese und Apoptose im
Gyrus dentatus signifikant verdndert gegeniiber Fillen ohne neuropathologische
Auftilligkeiten.*

Zugehorige Nullhypothese: ,,In Autopsiefdllen nach SAB sind die natiirliche Neurogenese und
Apoptose im Gyrus dentatus nicht signifikant verdndert gegeniiber Féllen ohne

neuropathologische Auffilligkeiten.*

2.2 Weiterfihrende Fragen

a. ,,Bleibt mit steigendem Patientenalter in Autopsiefdllen nach hypoxischem
Hirnschaden die adulte Neurogeneserate und Apoptose im Gyrus dentatus gleich?*

b. ,Bleibt mit steigendem Alter bei Autopsiefidllen ohne neuropathologische
Auftilligkeiten die adulte Neurogeneserate und Apoptose im Gyrus dentatus gleich?“

c. ,,Wie ist der Verlauf der natiirlichen Neurogenese im Gyrus dentatus nach Hypoxie -
gibt es einen Zusammenhang zwischen adulter Neurogenese bzw. Apoptose im Gyrus

dentatus und dem Abstand vom hypoxischen Ereignis bis zum Tod?
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3. AUTOPSIEFALLE UND METHODEN

3.1 Autopsiefélle und Gruppendefinition

In dieser retrospektiven Studie wurde Hirngewebematerial von Autopsiefillen aus den Jahren
1996 bis 2004 der Abteilung Neuropathologie der Universitit Gottingen untersucht.
Zusiatzlich standen uns die klinischen Akten und die neuroanatomisch-pathologischen

Berichte zur Verfligung.

Wir stellten drei Hauptgruppen gegeniiber:

» Fiir die Gruppe Hypoxie wihlten wir Autopsiefille mit klinisch dokumentiertem und
neuropathologisch festgestelltem hypoxischem Hirnschaden aus, der mindestens 24 Stunden
vor dem Tod stattgefunden hatte. Schlaganfallpatienten wurden nicht mit eingeschlossen.

»  Fiir die Gruppe SAB suchten wir Autopsiefille nach spontaner SAB.

= Die Kontrollgruppe stellte ein Vergleichskollektiv ohne neurologische
Vorerkrankungen dar. Eine Reanimation durfte - im Gegensatz zur Hypoxiegruppe - nur bis
zu 4 Stunden vor dem Tod stattgefunden haben. Das Gehirn musste allerdings
neuropathologisch unauffillig sein, insbesondere sollte keinerlei Neuronenschaden festgestellt

worden sein.

Ausschlusskriterien waren:

= schwere Sepsis,

* Tod in Folge einer anderen neurologischen Erkrankung,

=  Tumorgeschehen, das vor dem Tod mit Chemo- oder Radiotherapie behandelt worden
war, und

» Autopsiefille der Abteilung Rechtsmedizin.

Am 24.02.2000 befand die Ethik-Kommission der Universitdt Gottingen, dass es keine
rechtlichen oder ethischen Bedenken gibt (Ifd. Antragsnummer 11/9/99).
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Die folgenden histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurden zwischen
Juli 2006 und September 2007 in den Laboren der Neurologie an der Universitdt Géttingen an
formalinfixiertem, paraffinierten Gewebematerial der Hippokampi besagter Autopsiefille

durchgefiihrt.

3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Allgemeines

Die Immunhistochemie ist ein ausgezeichnetes in-vitro-Verfahren zur Markierung von Zellen
in Gewebeschnitten, das auf der Mannigfaltigkeit des Immunsystems und somit den
Eigenschaften von Antikorpern beruht (sehr hohe Selektivitit, Spezifitit und Affinitit)
(Boenisch 2003a).
Gibt man einen bestimmten Antikdrper auf einen Gewebeschnitt, und markiert diesen farblich
bzw. fluoreszierend, lassen sich nun alle Zellen im Mikroskop darstellen, die das zugehorige
Antigen (bzw. diesen ,Marker’) tragen (Boenisch 2003a).
Die farbliche oder fluoreszierende Markierung umfasst zur Signalverstirkung viele Schritte,
in denen ein grofler, nicht-kovalent gebundener Komplex aus Sekundérantikorpern und
anderen Proteinen aufgebaut wird:
1) Vorbereitung der Priparate zur Inmunhistochemie:
a. Erzeugung der Rohpréparate,
b. Demaskierung,
c. andere Vorbereitungsmethoden,
2) eigentliche Immunhistochemie mit dem Priméarantikorper,
3) farberische Darstellung des Primérantikorpers (auch ,Methode®):
Sekundérantikdrper, mit
b. einem gebundenen Enzym, und
c. dem Substrat des gebundenen Enzyms, welches zur farblichen Markierung
des Komplexes fiihrte (fluoreszierende Farbstoffe sind meist direkt an
einen Sekundarantikorper gekoppelt),
4) Gegenfarbung und Eindecken.
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3.2.2 Auswahl der Marker

Fiir unsere Arbeit wurden folgende Marker verwendet:
» der Proliferationsmarker PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Bravo et al. 1987,

Kurki et al. 1988, Mathews et al. 1984),

»  der Marker unreifer Kornerzellen Tuc-4 (TOAD-64/ Ulip/ CRMP-4) (Geschwind et al.
1996, Minturn et al. 1995, Quinn et al. 1999),

= der Marker junger postmitotischer Neuronen Calretinin (Brandt et al. 2003, Schwaller

et al. 1994),

und In-situ-tailing, eine Methode zur Markierung apoptotischer Zellen (Gavrieli et al. 1992,
Gerber et al. 2001, Negoescu et al. 1996).

3.2.3 Methoden, Laborprotokolle und Kontrollen

Die Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode

Diese Methode wurde bei den Markern PCNA und Calretinin angewandt (Abbildung 2). Sie ,

beruht auf dem Enzym Peroxidase und war gut geeignet, da das untersuchte Gewebematerial

selber nur eine geringe endogene Peroxidaseaktivitét hatte.

Fc// Maus bzw.
Kaninchen

PCNA- bzw.
Calretinin- Protein

Abbildung 2. Die ABC-Methode. An den Primérantikdrper (rot) binden iiber einen biotinylierten Sekundérantikorper
(blau) zahlreiche Avidin-Biotin-Komplexe mit Peroxidaseaktivitit (hell- bzw. dunkelgriin). Die Peroxidase

bewirkt den Farbumschlag von Diaminobezidin nach braun/ schwarz (Boenisch 2003b).
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Zur Vorbereitung wurden die geschnittenen Préparate zuerst in der Mikrowelle
hitzedemaskiert, und mit fetalem Kélberserum (,fetal calf serum’, FCS) vorbehandelt, was
durch Blockierung unspezifischer Bindungsstellen zur Reduktion der Hintergrundfirbung
filhrte. Zusétzlich inkubierten wir die Pridparate mit Wasserstoffperoxyd, um die restlichen
endogenen Peroxidasen zu deaktivieren (Boenisch 2003b). Gegenfirbung erfolgte durch

Blaufirbung der Zellkerne mit Hamalaun nach Mayer.

Die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode

Diese sehr sensitive Methode, die auf dem namensgebenden l6slichen Enzymkomplex
,Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase’ beruht, wurde bei der Féarbung von
Tuc-4 angewandt (Abbildung 3).

Alkalische Alkalische
Phosphatase Phosphatase

/f\

fuchsin
(P)

Fc// Maus

Fc// Maus

Fc// Kaninchen Fc// Kaninchen

Abbildung 3. Die APAAP-Methode. Uber zwei Sekundirantikorper (blau bzw. griin) werden an den
Primérantikorper (rot) mehrere APAAP-Komplexe gebunden (braun), die das Enzym alkalische Phosphatase
iiber den Fab-Teil des Antikorpers tragen. Einer der Sekundérantikdrper wirkt als Briickenantikorper (blau). Um
den Komplex richtig aufzubauen, muss der andere Sekundérantikdrper (griin) von der selben Spezies stammen,
wie auch der Primérantikorper, und jeder neu zugegebene Antikorper muss im Uberschuss vorhanden sein.
Durch die alkalische Phosphatase werden schlielich Phosphatgruppen von Naphthol-AS-Bi-Phosphat (gelb) auf
Neofuchsin (gelb) libertragen, sodass es sich leuchtend rot farbt (Boenisch 2003b).

Zur Vorbereitung wurden die Schnitte ebenfalls hitzedemaskiert und mit FCS vorbehandelt.
Endogen vorkommende alkalische Phosphatase wurde durch die Zugabe von Levamisol
gehemmt. Gegenfirbung erfolgte auch hier durch die Blaufirbung der Zellkerne mit

Héamalaun nach Mayer.
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Gewebekontrollen

Gewebekontrollen wurden einerseits verwendet, um die optimale Methode zu finden, und
dienten anderseits als laufende Qualititskontrolle - vor allem in Hinsicht auf
Hintergrundfarbung und Spezifitit der Marker. Sie wurden genauso wie die anderen Priparate
behandelt, was Fixierung, Einbettung, Immunhistochemie, Markierung, Aufbewahrung, etc.
betraf.

Unter ,Positiv-Kontrollen” versteht man im Allgemeinen Gewebeschnitte, die auf jeden Fall
positiv gefirbte Zellen mit dem Zielprotein enthalten. Wir verwendeten menschliches
Tonsillengewebe fiir den Marker PCNA und embryonales Affenhirngewebe fiir Tuc-4 und
Calretinin.

Der Begriff ,Negativ-Kontrollen’ wird mitunter etwas widerspriichlich verwendet: Einerseits
wird darunter Gewebe verstanden, das das Zielantigen auf keinen Fall enthdlt, und
andererseits wird das zu untersuchende Gewebe selber verwendet, allerdings dann ohne mit
dem Primérantikorper inkubieren. In beiden Féllen darf nur die Gegenfarbung zu sehen sein.
Wir entschieden uns fiir die zweite Variante, da man mit dieser die Auswirkungen der

Methode auf die Hintergrundfarbung getrennt vom Primédrantikdrper beobachten kann.

Abbildung 4. Teile der Ausstattung eines immunhistochemischen Labors: Mikrotom (A), Mikroskop mit

digitaler Kameratechnik (B), feuchte Kammer (C, D).
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Farbeprotokoll der PCNA Farbung

Methode: ABC,

Antikorper:  monoclonal mouse anti-PCNA antibody (1:200),
biotinylated sheep anti-mouse antibody (1:200),

Arbeitspuffer: phosphate buffered saline (PBS),

Umgebung: Raumtemperatur, Raumluft, Inkubation in der feuchten Kammer.

Arbeitsschritt | Arbeitsanweisung
(vgl. Seite 20)
1a.) = Schneiden mit Mikrotom in 2 um dicke Schnitte, fixieren auf einen
Objekttrager im Warmwasserbad, trocknen fiir 3 Tage im Heizliifter,

= Deparaffinisierung in Xylol (100%) 3 mal 10 min, dann in absteigender
Alkoholreihe (je 5 min in 100%, 100%, 90%, 70%, 50% Isopropylalkohol)
(Schaukel),

= gpiilen in demineralisiertem H,O (Schaukel),

1b.) = Demaskierung in der Mikrowelle fiir 15 min (bei 800 Watt in Zitratpuffer
pH=6), anschlieend abkiihlen (Plastikkiivette),

1c.) = 10 min 3% H,0, (Wasserstoffperoxyd) (Kiivette),

= 30 min 10% FCS (feuchte Kammer),

2) = 120 min Primédrantikdrper monoclonal mouse anti-PCNA antibody 1:200
(feuchte Kammer),

= Waschschritt, PBS (Kiivette),

= 60 min biotinylated sheep anti-mouse antibody, 1:200 (feuchte Kammer),

= Waschschritt, PBS (Kiivette),

3b.) = 60 min Avidin-Biotin-Komplex, 1:100 (feuchte Kammer).

= Waschschritt, PBS (Kiivette),

3a.)

3c.) DAB (Diaminobenzidin) (10% in DAB-substrate-peroxid-puffer):
Inkubationszeit je nach Fiarbegrad unter dem Mikroskop; ca. 20 min (feuchte
Kammer),
= 10 min spiilen in demineralisiertem H,O (Kiivette),

4) 3 min Hamalaun (Schaukel),

spiilen in demineralisiertem H,O dann in HC1/ Alkohol (Schaukel),
10 min wissern unter flieBendem Leitungswasser (Schaukel),
eindecken mit Immu-Mont und Deckgldschen.

Tabelle 1. Farbeprotokoll PCNA.
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Farbeprotokoll der Tuc-4 Farbung

Methode: APAAP,
Antikérper:  polyclonal rabbit anti-Tuc-4 antibody (1:200),
monoclonal mouse anti-rabbit antibody (1:50),
rabbit anti-mouse antibody (1:50),
APAAP-complex (1:50),
Arbeitspuffer: tris buffered saline (TBS),
Umgebung: Raumtemperatur, Raumluft, Inkubation in der feuchten Kammer,

Primédrantikdrper iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank.

Arbeitsschritt | Arbeitsanweisung
(vgl. Seite 20)
1a.) = Schneiden mit Mikrotom in 2 pm dicke Schnitte, fixieren auf einem
Objekttrager im Warmwasserbad, trocknen fiir 3 Tage im Heizliifter,

= Deparaffinisierung in Xylol (100%) 3 mal 10 min, dann in absteigender
Alkoholreihe (je 5 min in 100%, 100%, 90%, 70%, 50% Isopropylalkohol)

(Schaukel),
= gpiilen in demineralisiertem H,O (Schaukel),

1b.) = Demaskierung in der Mikrowelle fiir 15 min (bei 800 Watt in Zitratpuffer
pH=6), anschliefend abkiihlen (Plastikkiivette),

1c.) = 30 min 10% FCS (feuchte Kammer),

2) = iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank: Primérantikorper polyclonal rabbit

anti-Tuc-4 antibody 1:1000 (feuchte Kammer),

= Waschschritt, TBS (Kiivette),
3a.) = 60 min monoclonal mouse anti-rabbit antibody 1:50 (feuchte Kammer),
= Waschschritt, TBS (Kiivette),
= 60 min rabbit anti-mouse antibody 1:50 (feuchte Kammer),
= Waschschritt, TBS (Kiivette),
3b.) = 60 min APAAP-complex 1:50 (feuchte Kammer),
= Waschschritt, TBS (Kiivette),
3c¢.) = ca. 22 min Neofuchsin-Losung (Kiivette) je nach mikroskopischer
Beurteilung,
= 10 min spiilen demineralisiertem H,O (Kiivette),
4) 5 sek Hamalaun (Schaukel),

spiilen in demineralisiertem H,O (Schaukel),
10 min wissern unter flieBendem Leitungswasser (Schaukel),
eindecken mit Immu-Mont und Deckgldschen.

Tabelle 2. Farbeprotokoll Tuc-4.
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Farbeprotokoll der Calretinin Farbung

Methode:

Antikérper:

ABC,
polyclonal rabbit anti-calretinin antibody (1:1000),
biotinylated donkey anti-rabbit antibody (1:200),

Arbeitspuffer: PBS,

Umgebung:

Arbeitsschritt
(vgl. Seite 20)

Raumtemperatur, Raumluft, Inkubation in der feuchten Kammer;

Primédrantikdrper iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank.

Arbeitsanweisung

1a.)

1b.)
1c.)

2)

3a.)
3b.)

3c.)

4)

= Schneiden mit Mikrotom in 2 um dicke Schnitte, fixieren auf einem
Objekttrager im Warmwasserbad, trocknen fiir 3 Tage im Heizliifter,

» Deparaffinisierung in Xylol (100%) 3 mal 10 min, dann in absteigender
Alkoholreihe (je 5 min in 100%, 100%, 90%, 70%, 50% Isopropylalkohol)
(Schaukel),

= gpiilen in demineralisiertem H,O (Schaukel),

» Demaskierung in der Mikrowelle fiir 15 min (bei 800 Watt in Zitratpuffer
pH=6), anschlieBend abkiihlen (Plastikkiivette),

= 10 min 3% H,0, (Kiivette),

* 30 min 10% FCS (feuchte Kammer),

= {iber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank: Primérantikérper polyclonal rabbit
anti-calretinin antibody 1:2000 (feuchte Kammer),

Waschschritt, PBS (Kiivette),

60 min biotinylated donkey anti-rabbit antibody 1:200, (feuchte Kammer),

Waschschritt, PBS (Kiivette),

60 min Avidin-Biotin-Komplex, 1:100 (feuchte Kammer),

Waschschritt, PBS (Kiivette),

ca. 3 min DAB, 10% in DAB-substrate-peroxid-puffer. Inkubationszeit je
nach Farbungsgrad unter dem Mikroskop (feuchte Kammer),

* 10 min spiilen in demineralisiertem H,O (Kiivette),

* 3 min Hdmalaun (Schaukel),

= Spiilen in demineralisiertem H,O dann in HC1/ Alkohol (Schaukel),

* 10 min wissern unter flieBendem Leitungswasser (Schaukel),

= eindecken mit Immu-Mont und Deckglidschen.

Tabelle 3. Farbeprotokoll Calretinin.
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3.3 In-situ-tailing

Beim apoptotischen Zelluntergang wird die DNS des Zellkerns in Fragmente von ca. 180
Basenpaaren gespalten (Elmore 2007), die durch In-situ-tailing immunhistochemisch
nachgewiesen werden konnen (Abbildung 5). Mikroskopisch durften allerdings nur jene
markierten Zellen als apoptotisch gezdhlt werden, die zusétzlich die typischen
morphologischen Kriterien einer apoptotischen Zelle aufwiesen (siehe Seite 29) (Gerber et al.

2001, Negoescu et al. 1996).

Divoxieen
goxigenin BCI

Digoxigenin

Abbildung 5. In-situ-tailing. Mit dem 3’-Hydroxyethyl-Ende des DNS-Fragments (schwarz) reagiert die
terminale desoxynukleotidyl-Transferase (TdT), an die Digoxigenin gekoppelt ist (rot). Daran bilden die Anti-
Digoxigenin-Fab-Framente, die eine alkalische Phosphatase tragen (ocker). Die alkalische Phosphatase
dephosphoryliert ihr Substrat BCIP (5-Bromo-4-Chlorid-3-Indolylphosphat) (hellgriin), sodass dieses mit NBT
(4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid) (dunkelgriin) in einer Redoxreaktion zu zwei intensiv dunkelblau/ schwarzen

Farbstoffen reagiert.

Technik

Antikorper:  sheep anti-digoxigenin antibody (FAB fragments, 1:250),

Tailingmixtur: 10 pg Tailing-Puffer, 1 ul Digoxigenin DNA labeling mix, 2 pl Kobaltchlorid,
0.5 ul TdT ad 50 pl doppelt destilliertes Wasser (H,O bidest.),

Arbeitspuffer: TBS,

Umgebung: Raumtemperatur, Raumluft, Inkubation in der feuchten Kammer,
Proteinase K und Tailingmixtur bei 37°C im Heizliifter,

Gewebekontrollen:  Embyonales Affenhirngewebe als Postiv-Kontrolle,
Gewebeschnitte von Autopsiefillen als Negativ-Kontrolle (ohne Tailingmixtur

behandelt).
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Arbeitsschritt | Arbeitsanweisung

(siehe Seite 20)

1a.) = Schneiden mit Mikrotom in 2 um dicke Schnitte, fixieren auf einem
Objekttrager im Warmwasserbad, trocknen fiir 3 Tage im Heizliifter,
= Deparaffinisierung in Xylol (100%) 3 mal 10 min, dann in absteigender
Alkoholreihe (je 5 min in 100%, 100%, 90%, 70%, 50% Isopropylalkohol)
(Schaukel),
= gpiilen in demineralisiertem H,O (Schaukel),

1b.) = 15 min Andauen mit Proteinase K, 100 pg/ml bei 37°C (feuchte Kammer

im Heizliifter),

= Waschschritt, eiskaltes TBS (Kiivette),

1c.) = 60 min Tailingmixtur bei 37°C (feuchte Kammer im Heizliifter)
= Waschschritt, TBS (Kiivette),

= 20 min 10% FCS (feuchte Kammer).

2) = 120 min Primdrantikérper sheep anti-digoxigenin antibody (FAB
fragments) 1:250 (feuchte Kammer),
= Waschschritt, TBS (Kiivette).

3c.) = ca. 20 min NBT/ BCIP - je nach Férbeintensitit (Kontolle unter dem
Mikroskop),
= 10 min spiilen in demineralisiertem H,O (Kiivette).

4) = 10 min Kernechtrot (Schaukel),

= gpililen in demineralisiertem H,O (Schaukel),
= wissern, 10 min unter flieBendem Leitungswasser (Schaukel),
= eindecken mit Immu-Mont und Deckgladschen.

Tabelle 4. Farbeprotokoll In-situ-Tailing.

3.4 Beurteilung am Mikroskop

Die Prédparate wurden unter einem Lichtmikroskop mit digitaler Kameratechnik untersucht
und von einem beziiglich der Gruppenzugehorigkeit verblindeten Untersucher beurteilt.

Der erste Blick galt als laufende Qualititskontrolle den Gewebekontrollen (in den Positiv-
Kontrollen sollten einige immunhistochemisch gefdarbte Zellen zu erkennen sein, in der
Negativ-Kontrolle nur die Gegenfirbung), dann wurde jedes Prdparat auf Vollstandigkeit,
Gegenfarbung und pauschales Vorhandensein immunhistochemisch gefirbter Zellen
durchgemustert. AnschlieBend wurde der Gyrus dentatus anhand seiner charakteristischen
Struktur aufgesucht, und dessen Flidche planimetrisch bei 1 zu 10 Vergréerung vermessen
(Stratum granulosum und Grenze zum Stratum subgranulosum). Die immunhistochemisch
gefarbten Zellen im Gyrus dentatus wurden darauf manuell bei einer 60x Vergroflerung nach

folgenden Kriterien gezéhlt:
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= Zellform nicht hinweisend auf eine andere Struktur (z.B. Monozyten, Gefaflendothel),

= PCNA: schwarz-brauner Zellkern,

= (Calretinin: schwarz-brauner Zellkern,

= Tuc-4: rotes Zytoplasma, Zellkern nicht immunhistochemisch angefarbt,

= Apoptotische Kornerzellen: intensiv dunkelblau/ schwarzer, runder, zusammen-
geballter, im Vergleich zu den anderen Kd&rnerzellen kleiner Zellkern mit einem
schmalen Zytoplasmasaum (typische Morphologie eines apoptotischen Neurons nach

Gerber et al. [2001] und Negoescu et al. [1996]).

3.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Firbungen wurden auf die Fliche des Gyrus dentatus des jeweiligen
Schnittes bezogen. Exemplarisch fiir die PCNA-Farbung:
*  Anzahl an PCNA-gefirbten Zellen / Fliche des Gyrus dentatus [mm?]
= Dichte PCNA-gefarbter Zellen [/mm?]

Aus dem retrospektiven Aufbau der Studie und den kleinen Gruppengréflen war abzuleiten,
dass es sich um keine echte Zufallsstichprobe handelte; Eine Normalverteilung der Ergebnisse
war also nicht zu erwarten. Die Gruppen wurden allerdings als unabhingig voneinander
betrachtet. Die Quotienten bzw. Zelldichten waren auf metrischem, die Gruppenzugehdrigkeit

auf nominalem Skalenniveau.
Validierung der zentralen Hypothesen

Die zentralen Hypothesen zielten auf einen Vergleich der Hypoxie- bzw. SAB- mit der
Kontrollgruppe ab. Statistische Unterschiede wurden mit dem U-Test nach Mann-Whitney im
unabhingigen, ,two-tailed’-Modus errechnet (Bortz 2005, S. 150-153). Alle Voraussetzungen
fiir diesen waren, wie aufgefiihrt, erfiillt. Dabei beriicksichtigten wir das allgemein anerkannte
Signifikanzniveau von a = 0,05, und gingen bei p-Werten unter diesem von statistischer
Signifikanz aus (Bortz 2005, S. 113-116).
Bestand ein signifikanter Unterschied, wurde der Quotient der Mediane berechnet.
Exemplarisch fiir die PCNA Farbung der Hypoxiegruppe:

» Median der Dichte PCNA-geférbter Zellen [/mm?] in der Hypoxiegruppe /

Median der Dichte PCNA-geférbter Zellen [/mm?] in der Kontrollgruppe

= Quotient der Mediane
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Zur graphischen Darstellung wurde schlieBlich der Boxplot verwendet. Die Markierungen
entsprachen von oben nach unten dem Maximum, 75%-Quantil, Median, 25%-Quantil und

dem Minimum.
Argumentation beztglich der weiterfihrenden Fragen

Die weiterfithrenden Fragen beleuchteten die Hypoxie- bzw. Kontrollgruppe genauer.

Dazu wurde fiir die weiterfilhrenden Fragen a. und b. die Dichte markierter Zellen mit dem
Alter der Patienten, bzw. fiir die weiterfiihrende Frage c. mit dem Abstand vom hypoxischen
Ereignis bis zum Tod verglichen. Wir verwendeten zunichst Spearmans Rangkorrelation, da
alle Parameter auf metrischem Skalenniveau waren (Bortz 2005, S. 232-235).

Zusdtzlich wurden anhand der Alters- bzw. Abstandsverteilung Untergruppen gebildet;
Trennung erfolgte am 33%- und 66%-Quantil. Diese wurden mit dem U-Test nach Mann-
Whitney im unabhdngigen, ,two-tailed’-Modus miteinander verglichen; alle Voraussetzungen
des Tests waren auch hier erfiillt (Bortz 2005, S. 150-153).

Von Signifikanz wurde ebenfalls bei p-Werten unter o = 0,05 ausgegangen. Zur graphischen
Darstellung verwendeten wir hier wegen der sehr kleinen GruppengroBen Scatterplots,

zeichneten den Median aber zusétzlich ein.
Mehrfachanalyse in der Hypoxiegruppe - ein Problem?

Wir untersuchten also fiir die weiterfithrenden Fragen a. und c. die Ergebnisse innerhalb der
Hypoxiegruppe hinsichtlich zweier verschiedener Variablen, dem Alter der Patienten und dem
Abstand Hypoxie - Tod.

Um zu beurteilen, ob ein Zusammenhang einer der Variablen mit den immunhistochemischen
Ergebnissen nicht nur zufillig entstanden war, rechneten wir in die nach obigem Vorgehen
signifikanten Korrelationen die jeweils andere Variable als interferierende Kontrollvariable
mit ein (Bortz 2005, S. 361-373).

Zusétzlich wollten wir mittels Spearmans Rangkorrelation herausfinden, ob nicht das Alter

der Patienten direkt mit dem Abstand Hypoxie - Tod korrelierte.

4. ERGEBNISSE

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dargestellt. Es werden zunichst
die einzelnen Gruppen beschrieben, worauf technische Details der Immunhistochemie
(Auswertbarkeit, Morphologie) mit den Rohdaten aus den Férbungen folgen. Aus den
Rohdaten werden im Anschluss die einzelnen Themen der Fragestellung graphisch und

statistisch aufgearbeitet. Mikroskopische Bilder der Firbungen und Einzelheiten zu den
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einzelnen Autopsiefillen sind zur besseren Ubersicht erst am Schluss des Ergebnisteils

beigefiigt.

4.1 Autopsiefélle und Gruppen

Wir verglichen Autopsiefille mit hypoxischem Hirnschaden bzw. SAB mit einer
Kontrollgruppe, die aus Autopsiefillen ohne neurologische Vorerkrankungen und mit
neuropathologisch unauffilligem Befund bestand (Tabelle 5). Die einzelnen Autopsiefille
sind auf den Seiten 48 bis 54 genauer beschrieben (Tabellen 19 - 21).

Gruppe Hypoxie SAB Kontrollen  Gesamte Studie

Fallanzahl 22 11 19 52

Alter" 63 (35 - 85) 44 (19-92)  59(35-81)  58(19-92)

Geschlecht m / w? 13/9 3/8 12/7 28 /24

Autopsiefille Hyl - 22 SABI - 11 Kol - 19 Hyl - 22, SABI -
11, Kol - 19

Tabelle 5. Informationen iiber die Zusammensatzung der Gruppen. " Das Alter der Patienten der Gruppen ist in
Jahren durch den Median der Altersverteilung (Alter des Jiingster - Alter des Altesten) angegeben.

% (m) ménnlich, (w) weiblich
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4.2 Auswertbarkeit, Morphologie und Rohdaten

4.2.1 PCNA

=  Auswertbarkeit: sehr gut (keine Hintergrundfarbung, sehr gute Abgrenzbarkeit der
immunhistochemisch gefdrbten Zellen).
In der Negativ-Kontrolle war nur die Gegenfirbung zu sehen; die Positiv-Kontrolle
(Humantonsille) zeigte wie erwartet zahlreiche Lymphfollikel mit sehr vielen
immunhistochemisch braun/ schwarz gefarbten Lymphozyten (Abbildung 11 I-L, Seite 44).

*  Morphologie der Zellen: 7-10 um grof3e, schwarze bis braune, somit positiv markierte
Zellkerne iiber das Stratum granulosum verteilt (Abbildung 11 A-H, Seite 44). Ein Teil der

Zellen, bei dem auch das Zytoplasma markiert war, hatte eine recht polymorphe Struktur.

= = d)‘-'—' RS > = @—"— RSl > = d)‘-—' wS)

5 0§ 2% 8% 3 0§ E% £E 3 % &% it

£E £ ZE AE| € £ £ZE Z2E| € % ZE 2=
Hy1l 25 0,47 53,2|SAB1 3 0,60 5,0( Kol 14 0,93 15,1
Hy2 52 1,31 39,8 SAB2 3 0,37 8,11 Ko2 21 1,02 20,7
Hy3 0 0,43 0|SAB3 0 0,65 0| Ko3 4 0,36 11,2
Hy4 5 0,41 12,3(SAB4 3 0,64 4,7 Ko4 0 0,54 0
HyS5S 17 0,35 48 8| SABS 6 0,21 28,6 | Ko5 0 0,97 0
Hy6 3 0,40 7,5|SAB6 0 0,41 0| Ko6 0 1,12 0
Hy7 5 0,26 19,3|SAB7 2 0,48 4.21Ko7 0 0,14 0
Hy8 6 0,52 11,5|SABS8 1 0,50 2,0/ Ko8 2 1,87 1,1
Hy9 1 1,06 0,9 SAB9 7 0,75 9,3(Ko9 0 0,35 0
Hy10 1 0,79 1,3(SAB10 3 1,08 2,8 Kol0 1 0,90 1,1
Hyl1 3 0,30 10,2|SAB11 3 1,43 2,1({Koll 22 1,00 21,9
Hy12 0 0,36 0 Kol2 11 0,46 24
Hy13 3 0,26 11,6 Kol3 9 0,26 34,6
Hy14 101 0,89 113,5 Kol4 2 1,21 1,6
Hyl15 9 0,26 34,6 Kol5 5 1,54 32
Hyl16 20 0,32 61,7 Kolé6 7 0,61 11,5
Hy17 0 0,36 0 Kol7 2 0,25 8,0
Hy18 0 0,23 0 Kol8 14 0,93 15,0
Hy19 10 0,25 39,5 Kol19 0 1,09 0
Hy20 5 041 12,1
Hy21 24 045 534
Hy22 7 132 53

Tabelle 6. Rohdaten aus der PCNA Firbung. " Planimetrische Fliche des Gyrus dentatus im entsprechenden
Schnitt.
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42.2 Tuc-4

»=  Auswertbarkeit: gut (trotz leichter Hintergrundfirbung waren positive Zellen gut zu
erkennen).
Die Negativ-Kontrolle zeigte nur Gegenfirbung und in den Positiv-Kontrollen
(Affenhirngewebe) waren im Gyrus dentatus einige Zellen deutlich leuchtend rot markiert
(Abbildung 12 I-L, Seite 44).

= Morphologie der Zellen: Die immunhistochemisch lila/ rot gefarbten Zellen
erschienen oval bis polymorph/ filiform, ca. 20-25 um im Durchmesser (Abbildung 12 A-H,
Seite 44). Der Zellkern war nicht immunhistochemisch markiert, sondern Himalaun-blau, ca.
7-10 um grof3. Bei manchen Zellen waren lange Fortsétze in Richtung des Stratum moleculare
zu erkennen. Die Zellen waren groftenteils am inneren Rand des Stratum granulosum, zum

Stratum subgranulosum hin orientiert. Es fand sich kein Morphologieunterschied zwischen

den Gruppen.
Z % 2z 3| 2 F 2z 3| 2 F 2w g%
< § S8 £E| - § 5% SE| <~ § S% =E
£ 5 28 BE| £ 5 28 ZE| £ £ ££ AE
= < = /A= = < = /= = < = A
Hy1l 26 042 61,9|SAB1 26 0,47 55,3|Kol 20 1,05 19,0
Hy2 24 0,58 41,4|SAB2 34 0,23 147,8|Ko2 14 1,64 8,5
Hy3 42 043 97,77|SAB3 28 0,62 452|Ko3 24 0,57 42,1
Hy4 46 0,27 168,5|SAB4 40 0,50 80,0(Ko4 17 0,64 26,6
Hy5 169 1,15 146,4|SABS 34 0,28 121,4(Ko5 9 083 10,8
Hy6 32 0,55 58,2|SAB6 50 0,38 130,5|Ko6 19 0,63 30,2
Hy7 63 0,30 210,0|SAB7 32 0,48 66,7|Ko7 35 0,33 106,1
Hy8 77 0,51 151,0/SABS8 23 0,60 38,3|Ko8 8 1,17 6,8
Hy9 51 045 113,3|SAB9 14 1,02 13,7|Ko9 6 0,88 6,8

Hy10 32 0,52 61,8[SAB10 82 1,17 70,1{Kol0 27 0,82 329
Hyl11 46 0,36 127,8|SABI11 52 0,63 82,5|Koll 14 096 14,6

Hy12 14 0,12 116,7 Ko12 11 0,67 16,5
Hy13 12 044 273 Kol3 29 0,58 50,0
Hy14 17 091 18,6 Kol4 44 1,54 28,6
Hy15S 7 026 269 Kol5 78 1,27 614
Hyl6 6 0,13 46,2 Kol6 12 0,69 174
Hy17 15 034 44,1 Ko17 9 099 9,1
Hy18 16 047 34,0 Ko18 22 0,71 31,0
Hy19 45 041 109,8 Ko19 20 1,05 19,0

Hy20 29 039 744
Hy2l 32 067 478
Hy22 15 088 17,0

Tabelle 7. Rohdaten aus der Tuc-4 Firbung. " Fliche des Gyrus dentatus.
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4.2.3 Calretinin

» Auswertbarkeit: sehr gut (keine Hintergrundfiarbung, sehr gute Abgrenzbarkeit der

immunhistochemisch gefarbten Zellen).
Die Gewebekontrollen waren optimal: in der Negativ-Kontrolle war nur die Gegenfiarbung zu
sehen; in den Affenhirngewebeschnitten, die als Positiv-Kontrollen mitgefarbt worden sind,
waren deutlich zahlreiche immunhistochemisch braun gefiarbte Zellen auszumachen
(Abbildung 13 I-L, Seite 45).

* Morphologie der Zellen: Da oft die gesamten Zellen schwarz bis braun
immunhistochemisch gefarbt waren, konnte man die Zellkerne nicht mehr vom Zytoplasma
differenzieren. Die Zellen waren rund/ oval, 20-25 pm grof3 und mit zahlreichen, zum Gyrus
dentatus rechtwinkligen Ausldufern in Richtung des Stratum moleculare und subgranulosum
versehen, die teilweise iiber bis zu 200 um zu verfolgen waren (Abbildung 13 A-H, Seite 45).
Unzédhlige, immunhistochemisch gefarbte Strukturen ohne erkennbaren Ursprung fanden sich
netz- und faserartig zwischen dem Stratum moleculare und dem Stratum granulosum. Es fand

sich kein Morphologieunterschied zwischen den Gruppen.

— = o:— <) ~ r—! qa:—~ <) — r—! o:— <)

5 0§ 3% 88| 3 0§ E§ £E| 3 0§ &% &%

£ £ £ BE| & £ £E ZE| & F £EE AE
Hy1l 28 0,60 46,6 | SAB1 19 0,33 57,6 Kol 15 0,52 28,8
Hy2 19 0,71 26,8[SAB2 13 0,49 26,5(Ko2 29 1,33 21,8
Hy3 27 0,37 73,0/ SAB3 25 0,58 43,91 Ko3 9 0,83 10,8
Hy4 15 0,41 36,6 SAB4 10 0,47 21,3|Ko4 5 0,36 13,9
HyS5S 39 0,43 90,7 SAB5 6 0,17 35,3 (Ko5 18 0,66 27,3
Hy6 22 0,41 53,7(SAB6 5 0,31 16,1 | Ko6 15 0,84 17,9
Hy7 9 0,65 13,8|SAB7 8 0,39 20,5 (Ko7 0 0,05 0
Hy8 21 0,56 37.5(SABS 6 0,36 16,7 Ko8 5 1,01 5,0
Hy9 23 0,75 30,7 SAB9 36 1,02 35,3 (Ko9 7 1,09 6,4
Hy10 14 1,06 13,2(SAB10 41 0,78 52,6 Kol10 14 1,25 11,2
Hyl1 20 0,45 44 41SAB11 6 0,15 40,0 Kol1 23 0,67 343
Hy12 8 0,18 444 Kol2 27 1,06 25,5
Hy13 19 0,38 50,0 Kol3 13 0,58 22,4
Hy14 19 0,73 26,0 Kol4 11 1,51 7,3
Hyl5 10 0,28 35,7 Kol5 8 1,15 7,0
Hy16 4 0,14 28.6 Kolé6 16 0,79 20,3
Hy17 11 0,33 33,3 Kol7 4 0,7 5,7
Hy18 11 0,66 16,7 Kol8 10 0,50 20
Hy19 16 0,58 27,6 Kol9 15 0,52 28,8
Hy20 14 0,38 36,8
Hy21 13 0,36 36,1
Hy22 7 0,88 8,0

Tabelle 8. Rohdaten aus der Calretinin Firbung. " Fliche des Gyrus dentatus.
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4.2.4 Apoptotische Kornerzellen

*  Auswertbarkeit: sehr gut (es gab kaum Hintergrundfirbung und die einzelnen
markierten Zellen waren sehr gut abzugrenzen).
In der Negativ-Kontrolle war auch hier nur die Gegenfirbung erkennbar, in den Positiv-
Kontrollen (Affenhirngewebe) waren stets auch einige Zellen im Gyrus dentatus schwarz
angefarbt (Abbildung 14 I-L, Seite 46).

=  Morphologie der Zellen: Der eine Teil der Zellen hatte einen stark angefarbten,
kleinen, zusammengeballten Zellkern (ca. 2-3 pum) und lag direkt am Rand des Stratum
granulosum. Das Zytoplasma war als kleiner Randsaum gut erkennbar (Abbildung 14 A-H,
Seite 46). Der andere Teil angefarbter Strukturen hatte bizarre, grolere oder aufgetriebene
Formen. Nur die Zellen des erstgenannten Teils wurden als apoptotische Kornerzellen gezahlt

(vgl. Seite 29).
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£E £ ZE BAE| € £ £EE 2E| € & £E 2=
Hy1l 5 0,54 9,3(SAB1 0 1,4 0| Kol 0 0,74 0
Hy2 5 0,4 12,5(SAB2 0 0,22 0| Ko2 0 0,73 0
Hy3 4 0,84 4,8 SAB3 5 0,74 6,8 Ko3 2 0,47 4,3
Hy4 5 0,43 11,6 SAB4 0 0,64 0| Ko4 0 0,93 0
HyS5S 16 0,62 25,8 | SAB5S 2 0,34 5,9 Ko5 0 0,82 0
Hy6 1 0,62 1,6 SAB6 0 0,82 0| Kob6 1 0,75 1,3
Hy7 11 0,28 39,3(SAB7 6 0,74 8,1 Ko7 0 0,12 0
Hy8 4 0,62 6,5(SABS8 0 1,12 0| Ko8 0 0,95 0
Hy9 1 1,13 0,9 SAB9 13 2.4 5,4 Ko9 5 0,36 13,9
Hy10 6 0,42 14,3(SAB10 0 0,14 0| Kol10 2 0,45 4.4
Hyl1 0 0,67 0|SABI11 3 0,19 15,8 Koll 0 0,72 0
Hy12 0 0,15 0 Kol2 0 0,2 0
Hy13 6 0,53 11,3 Kol3 0 0,64 0
Hy14 1 0,76 1,3 Kol4 2 0,89 2,2
Hyl15 11 0,6 18,3 Kol5 3 0,54 5,6
Hy16 0 0,63 0 Kolé 0 0,47 0
Hy17 0 1,72 0 Kol7 0 1,05 0
Hy18 2 0,32 6,3 Kol8 13 0,42 31
Hy19 0 0,92 0 Kol9 0 0,74 0
Hy20 30,71 42
Hy21 1 053 19
Hy22 5 043 11,6

Tabelle 9. Rohdaten aus den Auszihlungen apoptotischer Kornerzellen. " Fliche des Gyrus dentatus.
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4.3 Zentrale Hypothesen

4.3.1 Neurogenese und Apoptose nach zentraler Hypoxie

Zur Uberpriifung der ersten zentralen Hypothese ,,In Autopsiefillen nach zerebraler Hypoxie

sind die natiirliche Neurogenese und Apoptose im Gyrus dentatus signifikant verdndert

gegeniiber Fillen ohne neuropathologische Auffalligkeiten® stellten wir die Hypoxie- der

Krontrollgruppe gegeniiber.
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Abbildung 6. Graphischer Vergleich der Hypoxie- mit der Kontrollgruppe in den immunhistochemischen

Féarbungen PCNA, Tuc-4 und Calretinin, sowie in der Dichte apoptotischer Kornerzellen, gemessen durch In-

situ-tailing und morphologische Kriterien. Dargestellt sind Boxplots der Dichte markierter Zellen im Gyrus

dentatus /mm? (Markierungen am Maximum, 75%-Quantil, Median, 25%-Quantil und am Minimum).

Farbung [Hypoxiegruppe Kontrollgruppe p-Wert p<o=0,05, Quotient der
[/mmz] 1 [/mmz] n (U-Test) Signifikanz Mediane

PCNA 11,9(2,3-39,8)  3,2(0,0-15,0) 0,086 Nein 3,66

Tuc-4 61,8 (42,1 -115,8) 26,6 (12,7-35,5) 0,0002 Ja 2,33

Calretinin (35,9 (27,0-44,4) 17,9(7,1-22,1)  0,0001 Ja 1,95

AKZ? 5,5(1,0- 11,6) 0,0 (0,0 - 3,3) 0,014 Ja )

Tabelle 10. Statistischer Vergleich der Hypoxie- mit der Kontrollgruppe mit dem U-Test nach Mann-Whitney.

! Gefirbte Zellen /mm? im Gyrus dentatus, angegeben sind Median (25%-Quantil - 75%-Quantil) (entsprechend

dem ,Kasten’des Boxplots), 2 apoptotische Kornerzellen; ¥ wegen des mathematischen Verbotes der Teilung

durch 0 kann kein Quotient angegeben werden.

Wir beobachteten einen 2,33-fachen Anstieg Tuc-4-exprimierender unreifer Kornerzellen und

einen 1,95-fachen Anstieg junger Calretinin-exprimierender Neuronen im Vergleich zur
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Kontrolle innerhalb des Beobachtungsintervalls (bis zu 59 Tage); Vergleichbar stieg die
Dichte apoptotischer Kornerzellen (AKZ) (Abbildung 6, Tabelle 10).

4.3.2 Neurogenese und Apoptose nach SAB

Zur Validierung der zweiten zentralen Hypothese ,,In Autopsiefillen nach SAB ist die
natiirliche Neurogenese und Apoptose im Gyrus dentatus signifikant verdndert gegeniiber

Féllen ohne neuropathologische Auffilligkeiten” verglichen wir die SAB-Gruppe mit der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 7. Graphischer Vergleich der SAB- mit der Kontrollgruppe in den immunhistochemischen
Féarbungen gegen PCNA, Tuc-4 und Calretinin, sowie in den Auszdhlungen apoptotischer Kdrnerzellen. Die

Anzahl der markierten Zellen im Gyrus dentatus /mm? sind dargestellt als Boxplots.

SAB-Gruppe Kontrollgruppe p-Wert p<0=0,05, Quotient der
[/mm?] ¥ [/mm?] (U-Test) Signifikanz Mediane
PCNA 4,2 (2,0 - 6,6) 3,2 (0,0 - 15,0) 0,966 Nein 1,31
Tuc-4 70,1 (50,2 - 102,0) 26,6 (12,7 - 35,5) 0,001 Ja 2,64
Calretinin 35,3 (20,9-41,9) 17,9(7,1-22,1) 0,036 Ja 1,97
AKZ 0,0 (0,0 - 6,3) 0,0 (0,0 - 3,3) 0,482 Nein -9

Tabelle 11. Statistischer Vergleich der SAB- und Kontrollgruppe. " Gefirbte Zellen /mm” im Gyrus dentatus,
angegeben sind Median (25%-Quantil - 75%-Quantil); > wegen des mathematischen Verbotes der Teilung durch
0 kann kein Quotient angegeben werden.

Nach SAB fanden wir eine Steigerung Tuc-4-exprimierender unreifer Kornerzellen um den
Faktor 2,64 und eine Steigerung junger Calretinin-exprimierender Neuronen um den Faktor
1,97 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Dichte von apoptotischen Zellen unterschied sich

im Gegensatz dazu nicht von der Kontrollgruppe (Abbildung 7, Tabelle 11).
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4.4.1 Neurogenese und Apoptose nach Hypoxie - Altersvergleich

Fiir die weiterfilhrende Frage a. ,,.Bleibt mit steigendem Patientenalter in Autopsieféllen nach

hypoxischem Hirnschaden die adulte Neurogeneserate und Apoptose im Gyrus dentatus

gleich?* untersuchten wir die Hypoxiegruppe genauer. Dazu verwendeten wir Spearmans

Rangkorrelation, um die Ergebnisse der Immunhistochemie mit dem Alter der Patienten zu

vergleichen. Zusitzlich teilten wir die Hypoxiegruppe anhand des Alters der Patienten in drei

Untergruppen, und verglichen diese miteinander. Trennpunkte waren am 33%-Quantil bei 55

Jahren und am 66%-Quantil bei 74 Jahren (Tabelle 12).

Junges Drittel, Mittleres Altes Drittel, Gesamte
Hypoxie Drittel, Hypoxie Hypoxie Hypoxiegruppe
Fallanzahl 7 8 7 22
Alter V 42 (35 - 52) 63 (55 - 73) 80 (74 - 85) 63 (35 - 85)
Geschlecht m/w | 4/3 6/2 3/4 13/9
Zeitintervall 11(2-53) 20 (1-59) 2(1-18) 11(1-59)
Hypoxie - Tod 2
Autopsiefille Hyl -7 Hy8 - 15 Hyl6 - 22 Hyl - 22

Tabelle 12. Aufteilung
! Median des Alters (Alter des Jiingsten - Alter des Altesten), angegeben in Jahren; 2 Median des Zeitintervalls

der Hypoxiegruppe nach dem Alter der Patienten in drei Untergruppen.

Hypoxie - Tod (kleinstes Zeitintervall- groBtes Zeitintervall), angegeben in Tagen.
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Abbildung 8. Graphische Aufarbeitung der Hypoxiegruppe in Abhidngigkeit vom Alter der Patienten.
Dargestellt sind jeweils Zellen /mm’ im Gyrus dentatus durch Scatterplots.

Die beiden linken und mittleren Graphen zeigen den Vergleich zwischen den Untergruppen (zusétzlich ist der
Median markiert). Die beiden rechten Abbildungen zeigen den direkten Vergleich der Rohdaten mit dem Alter

des jeweiligen Patienten (in Jahren).
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Junges Mittleres Altes Drittel, p;? p, » p3 2 Rangkor- p42)
Drittel, Drittel, Hypoxie b relations-
Hypoxie 1 Hypoxie 1 koeffizient

PCNA |193 10,8 12,1 0,336 0,779 0,805 |-0,03 0,890
(0,0-53,2) (0,0-113,5) (0,0-61,7)

Tuc-4 97,7 87,6 46,2 0,336 0,397 0,073 |-0,47 0,027
(41,4 -210,0) (18,6 -151,0) (17,0-109,8) 3

Cal- 46,6 36,6 28,6 0,232 0,189 0,128 |-0,41 0,057

retinin | (13,8 -90,7) (13,2-50,0) (8,0-36,8)

AKZ 11,6 3,9 1,9 0,281 0,694 0,318 |-0,37 0,088
(1,6-39,9) (0,0-18,3) (0,0-11,6)

Tabelle 13. Statistischer Vergleich zwischen den Untergruppen der Hypoxiegruppe, die nach dem Alter der
Patienten aufgeteilt worden sind mit dem U-Test nach Mann-Whitney (links) und direkte Rangkorrelation der
Ergebnisse der Hypoxiegruppe mit dem Alter (rechts). " Gefirbte Zellen /mm’ im Gyrus dentatus; angegeben
sind Mediane (25%-Quantil - 75%-Quantil); ? Bedeutung der p-Werte: pl vergleicht das junge Drittel der
Hypoxiegruppe mit dem mittleren Drittel; p2 vergleicht das mittlere Drittel mit dem alten Drittel; p3 vergleicht
das junge Drittel mit dem alten Drittel; p4 bezieht sich auf den Rangkorrelationskoeffizienten, ¥ p<a=0,05, d.h.
signifikant.

Wir fanden eine signifikante negative Korrelation der Dichte unreifer Tuc-4-exprimierender
Kornerzellen mit dem Alter der Patienten. Aus der Zusammenschau mit den anderen Daten
aus den Tuc-4- und Calretinin-Farbungen schlussfolgerten wir, dass in unserer
Hypoxiegruppe mit steigendem Alter wahrscheinlich die adulte Neurogenese insgesamt
weniger wird.

Die Dichte apoptotischer Kornerzellen verdnderte sich bei Fidllen nach Hypoxie
wahrscheinlich nicht mit dem Alter - eine Zunahme mit steigendem Alter konnten wir sicher
ausschlieB3en.

Das Niveau proliferierender Zellen (gemessen durch den Marker PCNA) verinderte sich in

unserer Studie mit steigendem Alter ebenfalls nicht (Abbildung 8, Tabelle 13).

4.4.2 Neurogenese und Apoptose bei Kontrollen - Altersvergleich

Dazu passend war nun die weiterfiihrende Frage b. von Interesse ,,Bleibt mit steigendem Alter
bei Autopsiefillen ohne neuropathologische Auffilligkeiten die adulte Neurogeneserate und
Apoptose im Gyrus dentatus gleich?*

Wir korrelierten die Rohdaten aus den einzelnen Farbungen direkt mit dem Alter der
Patienten innerhalb der Kontrollgruppe. Zusitzliche Informationen bekamen wir auch hier
durch die Aufteilung der Gruppe in drei Untergruppen (Trennung am 33%-Quantil bei 48
Jahren und am 66%-Quantil bei 68 Jahren) (Tabelle 14).
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Junges Drittel, Mittleres Drittel, Altes Drittel, Gesamte
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrollgruppe
Fallanzahl 6 6 7 19
Alter V 41 (35 - 47) 58 (48 - 67) 73 (68 -81) 59 (35-81)
Geschlecht m / w 6/0 2/4 4/3 12/7
Autopsiefille Kol -6 Ko7-12 Kol3-19 Kol - 19

Tabelle 14. Aufteilung der Kontrollgruppe nach dem Alter der Patienten in Untergruppen. " Das Alter ist

angegeben in Jahren durch den Median (Jiingster - Altester).
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Abbildung 9. Graphische Aufarbeitung der Kontrollgruppe in Abhéngigkeit vom Alter der Patienten, dargestellt

durch Scatterplots (markierte Zellen / mm” im Gyrus dentatus). Die beiden linken und mittleren Graphen zeigen

den Vergleich zwischen den Untergruppen (zusitzlich ist der Median angegeben), die beiden rechten

Abbildungen zeigen den direkten Vergleich der Rohdaten mit dem Alter des jeweiligen Patienten (in Jahren).

Junges Mittleres Altes Drittel, p;? p; » p3 2 Rangkor- p42)
Drittel, Drittel, Kontrolle V relations-
Kontrolle ? Kontrolle " koeffizient

PCNA |[5.6 1,1 8,0 0,699 0,445 0,628 0,12 0,631
(0,0-20,7) (0,0-24,0) (0,0-34,6)

Tuc-4 22,8 15,5 31,0 0,699 0,245 0,234 0,23 0,346
(8,5-42,1) (5,8-106,1) (0,0-34.6)

Cal- 19,8 8,1 19,0 0,537 1,0 0,295 -0,12 0,627

retinin [(10,8 - 28,8) (0,0-34,3) (5,7-22,4)

AKZ 0,0 0,0 0,0 0,818 0,836 0,628 0,17 0,478
(0,0-4,3) (0,0-13,9) (0,0, -31,0)

Tabelle 15. Statistischer Vergleich der Untergruppen aus der Kontrollgruppe, die durch Aufteilung nach dem

Alter der Patienten entstanden sind (links) und direkte Rangkorrelation der Rohdaten mit dem Alter (rechts).

D Gefirbte Zellen /mm” im Gyrus dentatus; angegeben sind Median (25%-Quantil - 75%-Quantil);  Bedeutung

der p-Werte: pl vergleicht das junge Drittel der Hypoxiegruppe mit dem mittleren Drittel; p2 vergleicht das

mittlere Drittel mit dem alten Drittel; p3 vergleicht das junge Drittel mit dem alten Drittel; p4 bezieht sich auf

den Rangkorrelationskoeffizienten.
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Es zeigten sich keine Tendenzen oder signifikanten Unterschiede. Daraus war zu folgern, dass
in unserer Kontrollgruppe sowohl die allgemeine Proliferationsrate und adulte Neurogenese,
als auch die Dichte apoptotischer Kornerzellen mit steigendem Alter von 35 bis 81 Jahren

nahezu gleich blieb (Abbildung 9, Tabelle 15).
4.4.3 Verlauf der Neurogenese und Apoptose nach zentraler Hypoxie

Weiterhin interessierte die weiterfithrende Frage c. ,,Wie ist der Verlauf der natiirlichen
Neurogenese im Gyrus dentatus nach Hypoxie - gibt es einen Zusammenhang zwischen
adulter Neurogenese bzw. Apoptose im Gyrus dentatus und dem Abstand vom hypoxischen
Ereignis bis zum Tod?*

Wir untersuchten die Hypoxiegruppe unter diesem Aspekt genauer und verglichen nun die
Rohdaten aus der Immunhistochemie mit dem Abstand zwischen dem hypoxischen Ereignis
und dem Tod, erst direkt durch Rangkorrelation und dann wieder mit Hilfe von Untergruppen.
Diese entstanden durch Aufteilung am 33%-Quantil des Abstandes Hypoxie - Tod bei 3,2
Tagen und am 66%-Quantil bei 19,5 Tagen (Tabelle 16).

Hypoxie, Hypoxie, Hypoxie, Gesamte

Frithphase Ubergangsphase Spitphase Hypoxiegruppe
Fallanzahl 8 7 7 22
Alter V 55 (35 - 83) 55 (42 - 72) 75 (35 - 85) 63 (35 - 85)
Geschlecht m/w | 2/6 5/2 6/1 13/9
Zeitintervall 2(1-3) 13(4-19) 26 (21 -59) 11(1-59)
Hypoxie - Tod ?
Autopsiefille Hy2, 14, 16,17, Hyl,5,6,8,12, Hy3, 4, 7, 9, Hyl -22

18, 19, 20, 22 15,21 10, 11, 13

Tabelle 16. Aufteilung der Hypoxiegruppe in Untergruppen; nun nach dem Abstand zwischen dem hypoxischen
Ereignis und dem Tod. Angegeben sind " Median des Alters der Patienten in Jahren (Jiingster - Altester) bzw.

Median des Zeitintervall Hypoxie - Tod in Tagen (kleinstes - grofites).
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Abbildung 10. Graphische Differenzierung der Hypoxiegruppe nach dem Zeitraum von dem hypoxischen
Ereignis bis zum Tod. Dargestellt sind Zellen /mm’® im Gyrus dentatus in Scatterplots. Die beiden linken und
mittleren Graphen zeigen den Vergleich zwischen den Untergruppen (zusétzlich ist der Median markiert), die
beiden rechten Abbildungen zeigen den direkten Vergleich der immunhistochemischen Rohdaten mit dem

jeweiligen Abstand vom hypoxischen Ereignis bis zum Tod.

Hypoxie, Hypoxie, Hypoxie, p? p 2 p3 2 Rangkor- p42)
Frithphase b Ubergangs- Spiitphasel) relations-
phase koeffizient
PCNA [25,8 34,6 10,2 0,955 0,165 0,336 -0,27 0,233
(0,0-113,5) (0,0-53,4) (0,0-19,3)
Tuc-4 (42,7 61,9 113,3 0,072 0,456 0,029°) 0,53  0,001”
(17,0 -109,8) (26,9 -151,0) (27,3 -210,0)
Cal- 27,2 44,4 36,6 0,001¥0,375 0,232 0,29 0,190
retinin (8,0-36,8) (35,7-90,7) (13,2-73,0)
AKZ 2,8 6,5 11,3 0,281 0,805 0,281 0,30 0,161
(0,0-12,5) (0,0-25,8) (0,0-39,3)

Tabelle 17. Statistischer Vergleich der Untergruppen aus der Hypoxiegruppe, die nach dem Abstand von dem
hypoxischen Ereignis bis zum Tod aufgeteilt worden sind (links), und direkte Rangkorrelation der Rohdaten der
einzelnen Fille mit dem jeweiligen Zeitintervall Hypoxie - Tod (rechts). " Gefirbte Zellen /mm” im Gyrus
dentatus, angegeben sind Median (25%-Quantil - 75%-Quantil); ¥ Bedeutung der p-Werte: pl vergleicht das
junge Drittel der Hypoxiegruppe mit dem mittleren Drittel; p2 vergleicht das mittlere Drittel mit dem alten
Drittel; p3 vergleicht das junge Drittel mit dem alten Drittel; p4 bezieht sich auf den Rangkorrelations-
koeffizienten, ¥ p<0=0,05, d.h. signifikant.

Wir fanden eine hohere Dichte unreifer Tuc-4-exprimierender Kornerzellen in der Spét- als in
der Frithphase und ebenfalls eine hohere Dichte junger Calretinin-exprimierender Neuronen

in der Ubergangs- als in der Frilhphase. Zusammen mit einer signifikanten positiven
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Korrelation zwischen der Dichte unreifer Tuc-4-exprimierender Kornerzellen und dem
Abstand zwischen dem hypoxischen Ereignis und dem Tod schlussfolgerten wir also, dass die
adulte Neurogenese in unserer Hypoxiegruppe im Verlauf von 59 Tagen zunimmt. Dabei
blieben allerdings die allgemeine Proliferation und die Dichte apoptotischer Kornerzellen

durchgehend auf wahrscheinlich dem selben Niveau (Abbildung 10, Tabelle 17).

4.4.4 Mehrfachanalyse in der Hypoxiegruppe - ein Problem?

Wir verglichen also die Ergebnisse von der Hypoxiegruppe mit zwei Variablen: erst mit dem
Alter des Patienten (siehe Seite 38) und folgend mit dem Abstand vom hypoxischen Ereignis
bis zum Tod (siehe Seite 41) - und fanden bei beiden Variablen eine signifikante Korrelation
zur Dichte Tuc-4-markierter unreifer Kornerzellen.

Es stellte sich also die Frage, ob eine der Variablen nicht nur zufillig mit den Ergebnissen
korrelierte. Es wurde also die jeweils andere Variable als interferierende Kontrollvariable
miteingerechnet (Tabelle 18). Dabei war zwar keine Signifikanz mehr zu erkennen, aber beide

Zusammenhédnge an sich blieben weiter bestehen blieben.

Korrelation Tuc-4 Spearmans Rang- Rangkorrelation mit Kontrollvariable

markierter Zellen korrelation

mit: Korrelations- Interferierende Korrelations-
koeffizient/ p-Wert Kontrollvariable koeffizient/ p-Wert

Alter des Patienten -0,47 /0,027 Abstand Hypoxie-Tod | -0,38 / 0,088

Abstand Hypoxie-Tod | 0,53 / 0,001 Alter des Patienten 0,31/0,175

Tabelle 18. Mitbetachtung von Kontrollvariablen in den bisher signifikanten Korrelationen in den

weiterfiilhrenden Fragen zur Hypoxiegruppe.

Verglich man zusétzlich das Alter der Patienten direkt mit dem jeweiligen Abstand zwischen
hypoxischen Ereignis und Tod, ergab sich dabei eine signifikant negative Korrelation
(Spearmans Rangkorrelationskoeffizient -0,449 bei p=0,042 < 0=0,05): Altere Patienten
unserer Hypoxiegruppe verstarben also deutlich schneller im Verlauf nach zentraler Hypoxie

als jiingere.



Abbildung 11 A-L. Immunhistochemisch gegen PCNA gefiarbte Zellen im Gyrus dentatus bei den
Autopsiefillen mit der Ifnd. Nr. Hyl4 (A-D), Hy13 (E, F) bzw. Hy20 (G, H). Als Positiv-Kontrolle wurden
Humantonsillen mitgefdrbt (I, J) und als Negativ-Kontrolle Schnitte des Autopsiefalls mit 1fnd. Nr. Hyl8

zusétzlich ohne Primérantikorper behandelt (K, L). Die Balken entsprechen 50pm.
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Abbildung 12 A-L. Immunhistochemisch gegen Tuc-4 gefdrbte Zellen im Gyrus dentatus bei den
Autopsiefillen mit der 1fnd. Nr. Kol5 (A, B), Kol0 (C, D), Ko13 (E, F) und Kol7 (G, H). Als Positiv-Kontrolle
wurde embryonales Affengehirngewebe mitgefarbt (I, J), als Negativ-Kontrolle Schnitte des Autopsiefalls mit
Ifnd. Nr. Hy20 zusétzlich ohne Primédrantikorper behandelt. Die Balken entsprechen 50pm (K, L).
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Abbildung 13 A-L. Immunhistochemisch gegen Calretinin gefirbte Zellen im Gyrus dentatus bei den
Autopsiefillen mit 1fnd. Nr. Hy10 (A, B), SAB7 (C, D), Kol3 (E, F) bzw. Hy19 (G, H). Als Positiv-Kontrolle
wurde embryonales Affengehirngewebe mitgefarbt (I, J), als Negativ-Kontrolle Schnitte des Autopsiefalls 1fnd.
Nr. Hy5 zusétzlich ohne Primérantikdrper behandelt (K, L). Die Balken entsprechen 50um.
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Abbildung 14 (A-L). Durch In-situ-tailing gefarbte Zellen im Gyrus dentatus bei den Autopsiefillen mit der
Ifnd. Nr. Hy20 (A, B), Hy9 (C, D), Sab3 (E, F) bzw. Hy20 (G, H). Als Positiv-Kontrolle wurde embryonales
Affengehirngewebe mitgefarbt (I, J) und als Negativ-Kontrolle Schnitte des Autopsiefalls mit 1fnd. Nr. Hyl11
zusitzlich ohne Tailingmixtur behandelt (K, L). Die Balken entsprechen 50pum.
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Ifnd. Nr.|Alter V/ Todesursache/ Tod bis Klinische Evidenz des Neuropathologische Diagnose
Ge- Todestag Obduktion ?/ hypoxischen Hirnschadens/
schlecht bis Immun- Tag der Hypoxie
histochemie "
Hy1l 35/ w Versagen der zentralen 1/ 11 Reanimationspflicht bei unklarem Frischer hypoxischer Hirnschaden.
Regulation am 03.01.96. Kollaps am 30.12.95.
Hy2 35/ w Versagen der zentralen 1/ 10 Schwere Beeintrachtigung der 1. Frischer hypoxischer Hirnschaden,
Regulation am 06.05.96. Respiration im Rahmen eines 2. Zeichen der intravitalen Autolyse,
Multiorganversagens und allgemeiner 3. Hirnddem mit transtentorieller Herniation
Verschlechterung am 04.05.96. und Kleinhirntonsillenherniation.
42/ m Versagen der linken 5/°9 Verzogerte Intubation bei Reanimation  Generalisierter, teils frischer, teils dlterer
Hy3 Herzkammer am 12.09.97. wegen Kammerflimmern bei hypoxischer Hirnschaden.
Vorderwandinfarkt am 13.08.97.
Hy4 42/ m Versagen beider 3/ 11 Prolongierte Reanimation bei Schwerer hypoxischer Hirnschaden.
Herzkammern am 01.05.95. Kammerflimmern am 09.03.95.
Hy5 44/ w Versagen der zentralen 2/ 4 60 min kardiopulmonale Reanimation =~ Gehirn mit Zeichen einer erheblichen
Regulation bei nach zunehmender Dyspnoe, hypoxischen Enzephalopathie.
Hirnischdmie am 27.05.02. Verwirrtheit und Kollaps am 19.05.02.
Hy6 48/ m Rechtsherzversagen bei Cor 1/ 11 15 min Reanimation nach Kollaps und  Diffuser hypoxischer Hirnschaden.
pulmonale am 23.04.95. Dyspnoe am 12.04.95.
Hy7 52/ m Respiratorische Insuffizienz 1/ 4 Intubationspflicht wegen ARDS bei Hypoxische Enzephalopathie .
mit Multiorganversagen am Pneumonie am 18.05.02.
13.06.02.
Hy8 55/ m Respiratorische Insuffizienz 3/ 8 Reanimation wegen Asystolie bei 1. Generalisierte ausgeprigte hypoxische
bei Multiorganversagen am Aspirationspneumonie am 18.09.98. Enzephalopathie, 2. Hirnddem, 3. Zeichen
26.09.98. des Kreislaufschocks, 4. Telangiektasie von
1,5 cm GroBBe okzipital rechts.

Tabelle 19 Abschnitt 1 (Abschnitt 2 und 3 siehe folgende Seiten). Informationen iiber die einzelnen Autopsiefille der Hypoxiegruppe. Zeitintervalle sind angegeben " in Jahren

bzw. ? in Tagen.
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Ifnd. Nr.|Alter”/ Todesursache/ Tod bis Klinische Evidenz des Neuropathologische Diagnose
Ge- Todestag Obduktion ?/ hypoxischen Hirnschadens/
schlecht bis Immun- Tag der Hypoxie
histochemie 2)

Hy9 55/ m Fulminante Lungenembolie 2/ 6 Reanimation bei Asystolie und Gehirn mit Zeichen der hypoxischen
bei tiefer Bein- und anschlielend fokale Krampfe am Enzephalopathie und miBigen senilen
Beckenvenenthrombose, 03.02.01. Veranderungen.

Myokardreinfarkt am
24.02.01.

Hy10 61/ m Unklare Pneumonie am 5/ 4 Reanimation mit andauerdem Koma am  Gehirn mit Zeichen einer schweren
09.04.02. 09.02.02. hypoxischen Enzephalopathie.

Hyl11 63/ m Versagen der linken 5/ 11 Schwerste 3-Gefd3-KHK und 1. Nicht ganz frischer diffuser
Herzkammer am 13.04.95. Revaskularisation am 20.03.95. hypoxischer Hirnschaden,

2. élterer kavitédrer Infarkt (Zentralpons),
3. éltere kleine intrazerebrale Blutung im
Bereich des Putamen links.

Hy12 64/ m Akuter Reinfarkt bei 1/ 5 Prolongiertes Koma nach Reanimation ~ Altere generalisierte hypoxische
stattgehabtem antero- und wegen Kammerflimmern bei Herz- Hirnschiadigung mit lamindren
posterolateralem Myokard- infarkt am 25.01.02. Rindennekrosen.
infarkt am 13.02.02.

Hy13 72/ w Myokardinfarkt am 3/ 4 Tracheotomie nach Weaning-Misserfolg Hypoxische Enzephalopathie.
14.02.03. am 24.01.03.

Hy14 73/ w Schock am 23.02.04. 1/ 3 Schmerzen in der linken Brust, Hypoxische Enzephalopathie mit

zyanotische Haut, Bldsse am 22.02.04.  Nervenzellverlust im Pyramidenband
CAL.

Hy15 73/ m Versagen der linken 1/ 6 Reanimation und Intubation bei Schwere hypoxische Enzephalopathie.

Herzkammer am 07.09.00. Bewusstlosigkeit, Asystolie und
Asphyxie am 23.08.00.
Hyl6 74/ m Hamorrhagischer Schock 0/ 9 Intraoperativ reanimationspflichtiges Zeichen eines frischen und eines nicht

am 13.01.98.

Tabelle 19 Abschnitt 2.

Kammerflimmern bei Bypassoperation
am 12.01.98.

mehr ganz frischen hypoxischen
Hirnschadens.
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Ifnd. Nr.|Alter”/ Todesursache/ Tod bis Klinische Evidenz des Neuropathologische Diagnose
Ge- Todestag Obduktion ?/ hypoxischen Hirnschadens/
schlecht bis Immun- Tag der Hypoxie
histochemie "
Hy17 75/ w Frischer Myokardinfarktam 1/ 9 Leblos im Bett aufgefunden am Frischer hypoxischer Hirnschaden.
09.10.97. Tag nach Bypassoperation und
Reanimation am 08.10.97.
Hy18 76 / w Versagen der linken 1/ 6 Dreimalige Reanimation bei Ausgeprégter, diffuser, frischer hypoxischer
Herzkammer am 18.06.00. Asystolie am 17.06.00. Hirnschaden
Hy19 80/ w Multiorganversagen am 1/ 11 Intubationspflicht bei 1. Hypoxische Nervenzellausfille im
11.05.95. respiratorischer Insuffizienz am Ammonshorn, 2. hyperdense Angiopathie.
09.05.95.
Hy20 81/ m Kardio- / respiratorische 2/ 11 Pulmonale Verschlechterung mit Frische hypoxische Neuronenschdadigung
Insuffizenz am 24.04.95. Intubationspflicht am 21.04.95. hippokampaler Nervenzellen.
Hy21 83/ m Akutes respiratorisches 2/ 3 Pulmonale Dekompensation in 1. Hypoxisch- / ischdmische
Versagen bei akuter Folge von Peritonitis bei Nervenzellschidigung im Bereich des
Bronchopneumonie Platzbauch am 01.11.03. Hippokampus, 2. senile Altersverdnderungen.
beidseits am 19.11.03.
Hy22 85/ w Versagen der zentralen 1/ 9 Gefunden mit Hypothermie am Diffuser hypoxischer Hirnschaden sowie
Regulation am 14.01.98. 12.01.98, andauerndes Koma, NSE ~ Zeichen des intravitalen Hirntodes.
bei 163,9 ng/ml 7.
Tabelle |Alter”/ Todesursache/ Tod bis Neuropathologische Diagnose
19 Ge- Todestag Obduktion ?/
Abschnit|schlecht bis Immun-
3.9 histochemie "
Zur
NSE
siehe
Seite
8.1fnd.
Nr.
SAB1 19/ w Versagen der zentralen 1/ 12 1. Ruptur eines Aneurysmas der A. basilaris mit Subarachnoidalblutung,




SAB2

SAB3

SAB4

SABS

SAB6

Regulation am 20.02.95.

25/ w Septisch- / toxischer
Schock mit ausgeprégter
hdmorrhagischer Diathese
am 20.02.95.

40/ m Kardio- / respiratorische
Insuffizienz am 23.03.96.

42/ m Zentraler Tod bei
rezidivierter
Subarachnoidalblutung
am 25.08.96.

42/ w Respiratorisches Versagen
bei chronischen
Schocklungen beidseits
am 16.07.01.

44/ w Zentraler Tod bei
rezidivierter
Subarachnoidalblutung
am 14.08.97.
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2/

1/

1/

12

10

10

2. Mittelhirn- und Hirnstammeinklemmung infolge der raumfordernden Wirkung der
Subarachnoidalblutung mit Verschiebeblutungen.

Frische Subarachnoidalblutung sowie frische multiple Blutungen in beiden
Kleinhirnhemisphéren.

1. Frische Subarachnoidalblutung frontobasal links und parietal rechts,

2. nicht mehr ganz frische Blutungen im Putamen links der Briicke,

3. ca. 1 cm grofles Meningeom.

1. Subarachnoidalblutung tiber der Konvexitit beider GroBhirnhemisphéren,

2. mehrere petechiale Blutungen in der weilen Substanz des GroBhirns und im
Hirnstamm,

3. metabolische Astrozytose (hepatische Enzephalopathie).
Altersentsprechendes Gehirn mit flachiger Subarachnoidalblutung iiber beiden
GroBhirnhemisphéren.

1. Rupturiertes sakkulidres Aneurysma der linken A. vertebralis mit massiver
Subarachnoidalblutung und Einbruch in das Ventrikelsystem,

2. hypoplastische A. vertebralis rechts,

3. GefdaBwandanomalie im rechten Stammganglienbereich mit frischen und élteren
Blutungen.

Tabelle 20 Abschnitt 1 (Abschnitt 2 siehe folgende Seite). Informationen iiber die Autopsiefille der SAB-Gruppe. Zeitintervalle sind angegeben Y in Jahren bzw. ? in Tagen.

Ifnd. Nr.|Alter”/  Todesursache/ Tod bis Neuropathologische Diagnose
Ge- Todestag Obduktion ?/
schlecht bis Immun-
histochemie '
SAB7 44/ m Herzversagen am 20.06.95. 1/ 11 Diffuse beidseitige, parietookzipital betonte Subarachnoidalblutungen.
SABS 58/ w Versagen der zentralen 1/ 9 1. Rupturiertes und geclipptes Aneurysma der Arteria communicans anterior mit

Regulation am 15.04.97.

diffuser Subarachnoidalblutung sowie intrazerebraler Blutung rechts frontal (3 x 3
cm)



-52-

2. Zeichen der intravitalen Autolyse,
3. Hirndruck mit transtentorieller Herniation und Kleinhirntonsillenherniation.

SAB9 63/ w Herz-/ Kreislaufversagen 1/ 8 1. Ausgedehnte frische subarachnoidale Blutung mit Einbruch in den IV. Ventrikel,
am 29.06.98. 2. generalisierter hypoxischer Hirnschaden mit multiplen hamorrhagischen sowie
hypoxischen Infarktzonen bis 1 x 0,5 cm Gréf3e.
SAB 75/ w Versagen der zentralen 3/°9 1. Subarachnoidale Blutung, subdurale Blutung und links parietotemporal gelegene
10 Regulation am 16.02.98. Blutung (6 cm im Durchmesser) bis an den Seitenventrikel reichend,
2. geclipptes, bis 0,7 cm grofles Aneurysma der A. comunicans posterior.
SAB 92 / w Zentrales Kreislaufversagen 2/ 4 1. Ausgedehnte Subarachnoidalblutung links temporal mit konsekutivem
11 bei Hirnddem am 15.02.03. Hydrocephalus internus und links betontem Hirn6dem,
2. Meningotheliales Meningeom (WHO 1) links frontotemporal.
Tabelle |Alter”/ Todesursache/ Tod bis Neuropatho- Hinweis Reanimation Hinweis auf
20 Ge- Todestag Obduktion ?/  logische auf SAB  versucht hypoxischen
Abschnit(schlecht bis Immun- Diagnose Hirnschaden
t 2.1fnd. histochemie "
Nr.
Kol 35/ m Koronare Embolisation bei rheumatischer 3/ 2 Gehirn mit alters- Nein  Ja (nicht erfolgreich) Nein
Endokarditis der Aortenklappe am entsprechendem allerdings kurz, 1h
19.09.04. Normalbefund. vor dem Tod.
Ko2 36 / m Biventrikuldres Herzversagen bei 0/2 Gehirn mit alters- Nein  Ja (nicht erfolgreich) Nein
Herzbeuteltamponade am 01.10.04. entsprechendem allerdings kurz, 1h
Normalbefund. vor dem Tod.
Ko3 39/ m Ertrinken am 22.11.00. 5/6 Gehirn mit alters- Nein  Nein Nein
entsprechendem
Normalbefund.
Ko4 43/ m Kardiogener Schock bei morphologisch 0/5 Gehirn mit alters- Nein  Ja (nicht erfolgreich) Nein
noch nicht nachweisbarem Myokardinfarkt entsprechendem allerdings kurz, 1,5h
am 28.12.01. Normalbefund. vor dem Tod.
KoS5 45/ m Akute Linksherzinsuffizienz bei frischem 1/ 5 Gehirn ohne Nein Ja (nicht erfolgreich) Nein
Myokardinfarkt am 22.05.01. erkennbare allerdings kurz, 1h
Pathologie. vor dem Tod.
Koo6 47/ m Medikamentdser Suizid am 24.05.01. 1/5 Gehirn mit alters- Nein  Ja (nicht erfolgreich) Nein
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entsprechendem allerdings kurz, ca. 2h
Normalbefund. vor dem Tod.

Tabelle 21 Abschnitt 1 (Abschnitt 2 und 3 siehe folgende Seiten). Informationen iiber die Autopsiefille der Kontrollgruppe. Zeitintervalle sind angegeben " in Jahren bzw. ? in

Tagen.

Ifnd. Nr.|Alter”/  Todesursache/ Tod bis Neuropatho- Hinweis Reanimation Hinweis auf
Ge- Todestag Obduktion ?/ logische auf SAB versucht hypoxischen
schlecht bis Immun- Diagnose Hirnschaden

histochemie '

Ko7 48 / w Respiratorische Insuffizienz mit Versagen 1/ 4 Gehirn mit alters- Nein Nein Nein

der rechten Herzkammer am 24.02.03. entsprechendem
Normalbefund.
Ko8 51/ w Herz-/ Kreislaufversagen am 03.03.00. 3/7 Gehirn mit alters- Nein Nein, aber Intubation bei  Nein
entsprechendem Dyspnoe, 1 h vor dem
Normalbefund. Tod.
Ko9 58/ w Rechtsherzversagen am 28.10.00. 2/6 Gehirn mit alters- Nein Ja (nicht erfolgreich) Nein
entsprechendem allerdings kurz, 45min
Normalbefund. vor dem Tod.
Kol0 59/ m Schwere Koronarsklerose am 21.08.00. 0/6 Gehirn mit alters- Nein Nein, aber Intubation bei Nein
entsprechendem Dyspnoe, 1h vor dem
Normalbefund. Tod.
Koll 65/ m Restriktive Kardiomyopathie bei 2/2 Gehirn mit alters- Nein Ja (nicht erfolgreich) Nein
Herzamyloidose am 19.10.04. entsprechendem allerdings kurz, 1h
Normalbefund. vor dem Tod.
Ko12 67/ w Toxisches Herz- / Kreislaufversagen 1/4 Gehirn mit alters- Nein Nein Nein
am 10.03.02. entsprechendem
Normalbefund.
Ko13 68/ w Toxisch-/ hypoxisches Herz- / 3/6 Gehirn mit alters- Nein Nein Nein
Kreislaufversagen am 17.09.00. entsprechendem
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Normalbefund.
Kol4 70/ m Versagen der rechten Herzkammer 2/3 Unauffalliges Nein Ja (nicht erfolgreich) Nein
am 22.04.03. Erwachsenen- allerdings kurz, 4h
gehirn. vor dem Tod.
Kol5 71/ m Biventrikuldres Herzversagen am 1/2 Gehirn mit alters- Nein Nein Nein
03.11.04. entsprechendem
Normalbefund.

Tabelle 21 Abschnitt 2.

Ifnd. Nr.|Alter”/  Todesursache/ Tod bis Neuropatho- Hinweis Reanimation Hinweis auf
Ge- Todestag Obduktion ?/ logische auf SAB versucht hypoxischen
schlecht bis Immun- Diagnose Hirnschaden

histochemie "

Kol6 73/ m Toxisches myokardiales Versagen bei 0/6 Gehirn mit alters- Nein  Nein Nein

postoperativem, paralytischem Illeus mit entsprechendem
Perforationsperitonitis am 16.11.00. Normalbefund.
Ko17 74/ w Hypovoldmischer Schock bei 0/6 Gehirn mit alters- Nein  Nein Nein
hidmorrhagischer Diathese am 07.03.00. entsprechendem
Normalbefund.
Kol8 79/ m Versagen der linken Herzkammer am 3/3 Gehirn mit alters- Nein  Nein, aber Intubation =~ Nein
25.04.03. entsprechendem bei Dyspnoe, 1h vor
Normalbefund. dem Tod.
Ko19 81/ w Akuter Myokardreinfarkt am 28.02.00. 1/7 Gehirn mit alters- Nein Nein Nein
entsprechendem
Normalbefund.

Tabelle 21 Abschnitt 3.
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S. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit adulter Neurogenese und Apoptose nach
zerebraler Hypoxie und spontaner SAB. Es wurden Gehirngewebeproben von 52
Autopsiefillen retrospektiv untersucht:

Wir fanden durch Immunhistochemie der Marker neuronaler Differenzierung Tuc-4 und
Calretinin eine signifikante Steigerung der adulten Neurogenese nach hypoxischem
Hirnschaden im Vergleich zu Kontrollfdllen. Vergleichbar stellten wir durch In-situ-tailing
kombiniert mit morphologischen Kriterien auch eine signifikante Zunahme apoptotischer
Kornerzellen fest.

Weiterhin fanden wir Hinweise darauf, dass die adulte Neurogenese nach einem hypoxischen
Ereignis mit zunehmendem Alter der Patienten weniger wird, und dass im Verlauf nach dem
hypoxischen Ereignis sich die adulte Neurogenese noch steigert.

AuBerdem bemerkten wir nach SAB eine Steigerung der adulten Neurogenese - nicht aber
apoptotischer Kornerzellen.

Bei den Kontrollfdllen beobachteten wir adulte Neurogenese und Apoptose anndhernd

gleichbleibend im selben Umfang bis ins hohe Alter.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Autopsiefalle und Gruppendefinition

Aus Autopsiefillen der Abteilung Neuropathologie der Universitdt Gottingen von den Jahren
1996 bis 2004 wurden retrospektiv anhand der klinischen Akten und der neuroanatomisch-
pathologischen Berichte passende Gruppen erstellt, die sich im untersuchten Kriterium
gegeneinander abgrenzten, aber sonst vergleichbare Kollektive ohne Storvariablen darstellen

sollten.
Warum Autopsiefalle?

Grundsitzlich waren histologische Untersuchungen an menschlichen Hippokampi nur
moglich, wenn dieser herausoperiert worden war (z.B. bei Hirntumoren, Epilepsie [Téllez-
Zenteno et al. 2005] oder Rasmussen-Enzephalitis [Bien et al. 2005]), eine Biopsie
entnommen wurde (beispielsweise bei bestehendem Verdacht auf Herpes simplex

Enzephalitis [Wasiewski and Fishman 1988]) oder postmortal bei Autopsiefillen.
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Gewebeproben, die nicht von Autopsiefédllen stammten, konnten wir allerdings nicht in diese
Studie mit einschlieBen, da sie ausschlieSlich von Patienten stammten, die an einer weiteren
schweren neurologischen Krankheit litten, und so wegen der Ausschlusskriterien
grundsétzlich nicht in unsere Gruppen passten.

Damit erklarte sich erstens der retrospektive Aufbau der Studie und zweitens konnten wir
somit nicht in Erfahrung bringen, wie sich adulte Neurogenese und Apoptose nach Hypoxie

bzw. SAB bei weiterlebenden Patienten entwickelt hitten.

Mdogliche Einflussvariablen

Neben dem Alter der in Paraffin eingebetteten Gehirne und der Zeit bis zur Einbettung,
spielte auch die Rekonstruktion des klinischen Verlaufs eine grofe Rolle. Wegen
Krankenhaus- und Arztwechsel waren vor allem vor langer Zeit durchgemachte, oder auch
klinisch nie erkannte Krankheiten nicht vollstindig zu erfassen.

Auf Folgendes soll niher eingegangen werden:

* Die Autopsiefille wurden alle postmortal gemdfl der normalen Sektionsroutine
untersucht. Dabei zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Zeit vom Versterben bis zur
Sektion (Median = 1, min 0, max 5 Tage) und dem immunhistochemischen Firbeverhalten
bzw. der Dichte markierter Zellen. Ein weiteres Problem konnte die Lagerzeit der
Paraffinblocke gewesen sein (Median = 6, min 2, max 12 Jahre). Es zeigte sich allerdings
weder ein Einfluss auf die Qualitédt der Farbungen noch auf die Dichte markierter Zellen.

* Ein nicht erkanntes oder schon lange iliberwundenes Malignom, und die damit

eventuell verbundene Radio- oder Chemotherapie, konnten durchaus Einfluss auf die
Neurogenese gehabt haben. Monje et al. (2007) zeigten an Autopsiefillen, dass adulte
Neurogenese im Gyrus dentatus durch Radio- und Chemotherapie bei Hirntumoren stark
reduziert wird.
Ein klinisch manifestes Malignom wurde in der Fallauswahl zwar als Ausschlusskriterium
definiert - allerdings war in sieben Féillen erst in der Autopsie ein Malignom aufgefallen. Es
war uns nicht bekannt, ob es sich um unentdeckte Entititen oder Rezidive handelte; eine
Radio- oder Chemotherapie bekamen diese Félle vor dem Tod jedenfalls nicht. Da diese Félle
(in Abbildung 15 auf Seite 57 blau markiert) sich allerdings diffus iiber die ganze Bandbreite
der immunhistochemischen Ergebnisse verteilten, gingen wir davon aus, dass es sich hierbei
um keinen wesentlichen Einflussfaktor handelte.

= Systemisch verabreichte Glukokortikoide sind als Suppressor der Neurogenese und als

Stimulator neuronaler Apoptose beschrieben worden (Hassan et al. 1996, Tauber et al. 2006).



-57 -

Neun der Autopsiefdlle hatten iiber einen gewissen Zeitraum systemisch Glukokortikoide
erhalten oder litten zumindest an einer Erkrankung, die eine solche Therapie sehr
wahrscheinlich machte. Da aber auch diese Fille (griin in Abbildung 15) nicht in eine
bestimmte Richtung tendierten, gingen wir davon aus, dass ebenfalls kein bedeutsamer
Zusammenhang zu den von uns untersuchten Ergebnisparametern bestand.

=  Weiterhin war die Rolle der Neurogenese bei Depression nicht abschlieBend geklart
(siehe Seite 72). Trotzdem hatten wir zwei Félle mit bekannter depressiver Erkrankung in
unsere Studie mit eingeschlossen (rot in Abbildung 15), die aber keine Verfilschung zu

verursachen schienen.

PCNA apoptotische Kérnerzellen
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Abbildung 15. In diesem graphischen Uberblick der Ergebnisse der vorliegenden Studie (Boxplots) sind jene
Autopsiefille farblich markiert, bei denen in der Autopsie ein Malignom aufgefallenen war (blau), die iiber
zumindest einen gewissen Zeitraum systemisch Glukokortikoide erhalten hatten (griin) oder die eine bekannte
depressive Erkrankung hatten (rot). Es ist zu erkennen, dass keine dieser moglichen Einflussvariablen nur in
einer Gruppe, oder besonders bei solchen Féllen mit einer hohen bzw. niedrigen Dichte immunhistochemisch

markierter oder apoptotischer Zellen vorkam.
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= Es konnte sein, dass der genetische Hintergrund eines Menschen einen viel stidrkeren
Einfluss auf die natiirliche Neurogeneserate hat, als die von uns untersuchten Kriterien. An
Maiusen wurde zumindest die starke Abhingigkeit adulter Neurogenese von bestimmten
erblichen Merkmalen festgestellt (Kempermann et al. 1997a). Wiirde dies auch fiir unser
Kollektiv an Autopsiefdllen zutreffen, lieBen sich zwar die groBen interindividuellen
Unterschiede in den Rohdaten der immunhistochemischen Férbungen erklédren, allerdings
wiirden dann auch unsere Ergebnisse nichtig gewesen sein. Eine Losung dieser Fragestellung
stand allerdings noch aus.

» Uns war es weiterhin weder moglich, bei allen Autopsieféllen retrospektiv die Dauer
der Hypoxie, noch den genauen klinischen Schaden ausfindig zu machen, folglich lieBen wir

diese Parameter unberiicksichtigt.

Reanimation bei Fallen der Kontrollgruppe

In jenen 11 Fillen der Kontrollgruppe, in denen im Median 1 Stunde vor dem Tod ein
Wiederbelebungsversuch unternommen wurde, zeigte sich kein Unterschied in Proliferation,
adulter Neurogenese, Apoptose oder in Qualitit der Immunhistochemie im Vergleich zu den

anderen Kontrollfillen.

Methodische Probleme der Gruppe SAB

Die SAB-Gruppe war sehr problematisch, da sich hier die Rekonstruktion des klinischen
Verlaufs als besonders schwierig gestaltete. In nur 4 Fillen wurden Aneurysmen auch
neuropathologisch festgestellt; auBlerdem lieBen sich Mirkoaneurysmen und nicht
dokumentierte Traumata (z.B. bei bewusstlos aufgefundenen Patienten) nicht ausschliefen.
Wir schitzten, dass die Félle der SAB-Gruppe zu 1/3 traumatische und nur zu 2/3 spontane
Subarachnoidalblutungen erlitten.

Aullerdem war zu bedenken, dass wahrscheinlich bei allen Autopsiefdllen unserer SAB-
Gruppe durch lebensrettende MaBnahmen und Intensivtherapie vor dem Tod mit einem
hypoxischen Hirnschaden im Verlauf zu rechnen gewesen war, und sich auch dadurch die
gemessene Steigerung der adulten Neurogenese erkldren lassen wiirde. Weiterhin wich die
Alters- und Geschlechterverteilung der SAB-Gruppe von der der Kontrollgruppe ab. Es
diirfen also Daten aus unserer SAB-Gruppe nicht als Evidenz, sondern nur als Hinweis

betrachtet werden.
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5.1.2 Immunhistochemie und In-situ-tailing

Wir entschieden uns fiir die Marker PCNA, Tuc-4, und Calretinin sowie fiir In-situ-tailing aus
ganz praktischen Griinden, wie Auswertbarkeit und Kompatibilitit zu den in Formalin
fixierten und paraffinierten Gewebeproben von den Autopsiefillen. Wir gingen davon aus,
dass die intrazelluliren Marker sich durch das neuropathologische Prozedere nicht
verdanderten, und wir somit an den Gewebeproben retrospektiv jenen Zustand beobachten
konnten, der in den ZNS der Autopsiefille kurz vor deren Versterben anzutreffen gewesen
ware.

Vor allem die adulte Neurogenese hétten wir gerne noch mit weiteren spezifischen Markern
unterschiedlicher Bedeutung untersucht, allerdings stellte sich in zahlreichen Vorversuchen
im Rahmen dieser Studie heraus, dass die Marker Calbinin, DCX, GFAP, Ki-67 und Nestin
nicht zu dem formalinfixiertem paraffinierten Gewebe kompatibel waren.

Folgend sind die Eigenschaften der verwendeten Marker und deren Bedeutung néher

geschildert:

PCNA

= Das Protein PCNA wird in allen mitotischen Zellen zwischen der G1-Phase und dem
G2/M-Ubergang exprimiert, was durch die Halbwertszeit von 20 Stunden der Zeit wihrend
und kurz nach der Mitose entspricht (Kurki et al. 1988). Es ist identisch mit Cyclin, einem
intranuklearen Cofaktor der DNS-Polymerase 6 und spielt somit in der S-Phase der Mitose
eine zentrale Rolle (Bravo et al. 1987) - was auch erklirt, warum sich die PCNA-Proteine im
Interspeziesvergleich stak dhnelten (Mathews et al. 1984).

* Der Antikdrper monoclonal mouse anti-PCNA reagiert nach Angaben des Herstellers
Chemicon mit dem PCNA-Protein von Insekten und Wirbeltieren, unter anderem Menschen,
und markiert somit ausschlieSlich Zellen, die sich in oder kurz nach der Mitose befinden.
Allerdings war durch diesen Marker keine Aussage iiber die Differenzierung der Zellen zu

machen.
Tuc-4

= Tuc-4 ist ein zytoplasmatisches Protein, das eine entscheidende Rolle beim
Auswachsen und der Zielfindung von Axonen in der embryonalen und adulten Neurogenese

spielt, und ausschlieBlich wéihrend dieser exprimiert wird (Quinn et al. 1999). Die einzelnen
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Mitglieder der Tuc-Familie” sind zum Teil speziesspezifisch, weisen allerdings eine grofle
Homologitét auf (Quinn et al. 1999). Im Rattenembryo waren sie ausschlieBlich in der Zeit
vom fiinften bis zum vierzehnten Tag zu finden, in der auch die Masse der Axonen
auswuchsen (Minturn et al. 1995). Seki (2002) ging davon aus, dass in der adulten
Neurogenese Tuc-4 nur in der ersten bis vierten postmitotischen Woche exprimiert wird.

* Der Antikorper polyclonal rabbit anti-Tuc-4 reagiert nach Angaben des Herstellers
Chemicon spezifisch mit bestimmten Doménen des Tuc-4-Proteins, zeigt somit wenig
Kreuzreaktionen und markiert die wachsenden Neuronen hauptsidchlich randstindig, also
zytoplasmatisch. Die Morphologie, Grof3e und Position der Tuc-4-gefarbten Zellen in dieser
Studie lieB nur eine Interpretation als unreife Koérnerzellen zu - unter der Beriicksichtigung,

keine Aussage iiber das Alter der jungen Neuronen treffen zu kénnen.
Calretinin

»  Das Calretinin-Protein ist ein Kalzium-bindendes Kanalprotein der ,EF-hand’-Familie,
wichtig fiir die Ausbildung neuronaler Aktionspotentiale (Schwaller et al. 1994). Es wird nur
in jungen postmitotischen Neuronen exprimiert, die den ,point-of-no-return® zur neuronalen
Differenzierung schon tiberschritten haben (Brandt et al. 2003). Es war zum Teil schon einen
Tag nach der Markierung durch BrdU zu erkennen, wurde aber spitestens nach sechs Wochen
durch das Folgeprotein Calbindin abgeldst (Schwaller et al. 1994).

=  Der Antikorper polyclonal rabbit anti-calretinin reagiert nach Angaben des Herstellers
Swant spezifisch mit dem Calretinin-Protein von Menschen, Affen, Ratten und Miusen und
zeigt insbesondere keine Kreuzreaktion zu Calbinin. Wir interpretierten die Calretinin-
gefarbten Zellen im Gyrus dentatus, auch wegen Morphologie, GroBle und Position,
ausschlieBlich als junge postmitotische Neuronen. Die zahlreichen Ausldufer sowie die faser-/
netzartigen Strukturen ohne erkennbaren Ursprung (sieche Abbildung 13, Seite 46)
entsprachen dabei wahrscheinlich auswachsenden axonalen Moosfasern und dem wachsenden

Dendritenbaum.
In-situ-tailing

In-situ-tailing wurde erstmals von Gavrieli et al. (1992) beschrieben und ist eine seitdem
verbesserte und oft verwendete Methode zum Nachweis der bei Apoptose charakteristischen
DNS-Fragmente (Negoescu et al. 1996). Eine apoptotische Zelle bliebt mit In-situ-tailing ca.

1-3 Stunden lang nachweisbar (Negoescu et al. 1996). Wir verwendeten In-situ-tailing

*) ,Tuc’ ist ein Kunstname, zusammengesetzt aus den Anfangsbuchstaben eines Teils der Mitglieder: ,turned on after division, 64 kD’, ,unc-

33-like phosphoprotein’ und ,collapsin response mediated protein’.
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zusammen mit bestimmten morphologischen Kriterien (intensiv schwarzer, runder,
zusammengeballter, kleiner Zellkern im Vergleich zu den anderen Kornerzellen mit einem
schmalen Zytoplasmasaum), um apoptotische Kornerzellen im Gyrus dentatus zu erkennen.
Durch die zusitzliche Verwendung morphologischer Kriterien konnten wir apoptotischer
Kornerzellen insbesondere von nekrotischen Zellen abgrenzen (Gerber et al. 2001, Negoescu

et al. 1996).

Gegenfarbungen

Hdmalaun nach Mayer
Bei der Immunhistochemie von PCNA, Tuc-4 und Calretinin verwendeten wir zur
Gegenfiarbung den lila/ blauen basophilen Farbstoff Himalaun nach Mayer. Dieser stellt nach
der elektrostatischen Farbetheorie als positiver Ladungstrager grundsétzlich negativ geladene,
also basische Strukturen dar, insbesondere die Phosphatgruppen der Kern-DNS. Durch die
kontrastreiche Farbung der Kerne konnte sowohl die Flidche des Gyrus dentatus planimetrisch
vermessen werden, als auch die Kornerzellen von nicht neuronalen Strukturen (z.B.

Monozyten, Blutgefdlle) abgegrenzt werden (Schwerdtfeger 1984).

Kernechtrot
Bei der Gegenfiarbung von In-situ-tailing verwendeten wir Kernechtrot, einen basischen
Lackfarbstoff, der nach Angaben des Herstellers Roche die DNS tief rot anfarbt. Das
Zytoplasma und andere Strukturen werden durch den restlichen freien Farbstoff hellrosa. Vor
allem die gute Darstellung der Kerne war fiir die Planimetrie, und als Farbkontrast zu den

durch In-situ-tailing dunkelblau/ schwarz gefarbten Strukturen wichtig.



-62 -

5.2 Diskussion der Ergebnisse - zentrale Hypothesen

5.2.1 Neurogenese und Apoptose nach zentraler Hypoxie

Tierexperimentelle Vergleichsmodelle

Am Tiermodell verwendete man die operative Obstruktion aller vier extrazerebralen
hirnversorgenden Arterien (,4-vessel-obstruction’, 4-VO) zur Erzeugung eines hypoxischen
Hirnschadens (Pulsinelli and Brierley 1979). Durch Okklusion von einzelnen extra- bzw.

intrazerebralen Arterien konnten fokale Ischdmien erzeugt werden.
Zerebrale Hypoxie und adulte Neurogenese im hippokampalen Gyrus dentatus

Nach hypoxischem Hirnschaden fanden wir durch Immunhistochemie von Tuc-4 und
Calretinin, beides Marker neuronaler Differenzierung, eine signifikante Steigerung der
adulten Neurogenese im Gyrus dentatus um den Faktor 1,95-2,33 im Vergleich zu
Kontrollféllen.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen fanden Tonchev and Yamashima (2006) durch
BrDU- und B-III-tubulin-Immunhistochemie am Makakenaffen eine Steigerung der adulten
Neurogenese nach 4-VO um das 2- bis 3-Fache.

An Wiistenrennmiusen fanden Sharp et al. (2002) ebenfalls eine 5- bis 10-fach gesteigerte
adulte Neurogenese nach 4-VO mittels BrDU- und NeuN-Immunhistochemie (neuronal
specific nuclear protein). Dabei gingen 25% der Zellen wieder unter - der Rest differenzierte
sich zu 2/3 zu jungen Neuronen, 1/3 wurde zu GFAP-gefirbten Gliazellen.

Bei neugeborenen Ratten wurde wiederum durch Immunhistochemie von BrDU und des
,heuronal differentation transcription factor’ eine Steigerung um nur 14-27% festgestellt (Vert
and Daval 2006) - wobei unklar blieb, ob bei neugeborenen Ratten gerade wegen der an sich
enormen Bildung von Nervenzellen (embryonale Neurogenese) keine dhnlich ausgedehnte
Steigerung der Neurogenese wie in anderen Tiermodellen méglich war, oder ob es einen
anderen Grund gab (Qiu et al. 2007).

Wir konnten allerdings keine gesteigerte Anzahl proliferierender PCNA-expimierender Zellen
nach Hypoxie feststellen, obwohl wir durch Tuc-4- und Calretinin-Immunhistochemie eine
gesteigerte Neurogenese im Gyrus dentatus nach Hypoxie nachwiesen. Das war aufgrund der
unterschiedlichen Expressionszeiten dieser Proteine im Verlauf der Entstehung eines jungen
Neurons nicht verwunderlich: Das PCNA-Protein wird nur bis zum G2/M-Ubergang
exprimiert (Kurki et al. 1988), wohingegen Tuc-4 in der ersten bis vierten (Seki 2002) und
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Calretinin in den ersten sechs postmitotischen Wochen nachzuweisen sind (Schwaller et al.
1994).

Insgesamt gab es sowohl im Tiermodell, wie auch bei Menschen sehr wohl eine Reaktion
adulter Neurogenese im Gyrus dentatus auf Hypoxie, womit dieser Teil der Nullhypothesen

abzulehnen war. Die funktionelle Rolle dieser Ergebnisse blieb allerdings noch ungeklért.
Zerebrale Hypoxie und adulte Neurogenese in anderen Regionen

Zusitzlich wurde am Tiermodell eine Steigerung der adulten Neurogenese nach 4-VO in der
SVZ in Makakenaffen und neugeborenen Ratten gefunden (Daval and Vert 2004, Tonchev et
al. 2005). Von dort sollten unter diesen Bedingungen auch vermehrt junge Neuronen in das
Striatum und den Neokortex auswandern (Tonchev and Yamashima 2006, Tonchev et al.
2005, Yang et al. 2007).

Von der hippokampalen CAl-Region gab es widerspriichliche Ergebnisse nach 4-VO:
Schmidt and Reymann (2002) fanden zwar eine gesteigerte adulte Neurogenese nach Hypoxie
in der Wiistenrennmaus, Tonchev and Yamashima (2006) konnten diese Beobachtung aber

nicht bei Makakenaffen reproduzieren.
Fokale Ischamie und adulte Neurogenese im Gyrus dentatus

Es sei nochmals betont, dass die fokale Ischdmie ein grundsitzlich anderes Krankheitsbild als
der hypoxische Hirnschaden darstellt. Nun waren allerdings einige wichtige Aspekte mit der
4-VO noch nicht ausreichend untersucht, sodass aus folgenden interessanten
tierexperimentellen Daten von fokaler Ischdmie eventuell auf grundsitzliche Reaktionen
mangelversorgter Hirnareale geschlossen werden kann:

*= FEine recht lange Ischimie von {iber 10 Minuten war ndtig, um adulte Neurogenese
iiberhaupt zu stimulieren (Liu et al. 1998).

* In der ischdmisch stark betroffenen CAl-Region bestand kein Zusammenhang
zwischen dem Ausmal des Zelluntergangs und Neurogenese (Nakatomi et al. 2002).

= Nach ecinseitiger fokaler Ischdmie war eine Steigerung der adulten Neurogenese
sowohl im ipsilateralen, als auch im nicht betroffenen kontralateralen Gyrus dentatus zu
verzeichnen (Darsalia et al. 2005).
Ob solche Angaben auch fiir den hypoxischen Hirnschaden gelten, musste allerdings noch

eruiert werden.
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Zerebrale Hypoxie und Apoptose im hippokampalen Gyrus dentatus

In der vorliegenden Studie stellten wir neben der gemessenen Steigerung der Neurogenese
nach hypoxischem Hirnschaden allerdings auch eine signifikante Zunahme apoptotischer
Kornerzellen durch In-situ-tailing kombiniert mit morphologischen Kriterien fest.
Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen wurde ein vermehrtes Auftreten von Apoptosen in
den Kornerzellen des Gyrus dentatus bereits bei ganz &hnlichen Autopsiefdllen nach
hypoxischem Hirnschaden (Nau et al. 2002) und auch nach Meningitiden festgestellt (Gerber
et al. 2001, Nau et al. 1999).

Die einzigen tierexperimentellen Studien zu neuronaler Apoptose nach 4-VO stammten von
neugeborenen Ratten, bei denen iibereinstimmend mit unseren Ergebnissen auch eine
Steigerung neuronaler Apoptose im Gyrus dentatus festgestellt worden war (Daval and Vert
2004, Pulera et al. 1998, Vert and Daval 2006). Allerdings muss beachtet werden, dass einige
Kornerzellen des Gyrus dentatus neugeborener Ratten nach 4-VO schnell in Nekrose und
andre dann erst verzogert in Apoptose untergingen (Northington et al. 2001) - und zwar ganz
im Gegensatz zu Pyramidenzellen (beispielsweise in CAl), unter welchen im Tierexperiment
schon fast grundsétzlich nur Nekrosen zu finden waren (Pulera et al. 1998).

Dabei wiesen alle Autopsiefille der Hypoxiegruppe dieser Studie neben zahlreichen
Apoptosen im Gyrus dentatus (Kornerzellen) ebenfalls einen erheblichen nekrotischen
Schaden in der hippokampalen CAl-Region auf (Pyramidenzellen), was als typisches
morphologisches Kriterium zuvor neuropathologisch zur Diagnose des hypoxischen
Hirnschadens verwendet wurde.

Da alle bisherigen Studien zur Apoptose im Gyrus dentatus, inklusive dieser Arbeit, in der
Kontrollgruppe im Median 0,0 apoptotische Kornerzellen pro mm?® fanden, konnte wegen des
mathematischen Verbots der Teilung durch Null, nie ein Steigerungsfaktor errechnet werden,
wie es sonst iiblich wire, um Ergebnisse aus verschiedenen Studien miteinander zu
vergleichen.

Insgesamt war dieser Teil der Nullhypothesen ebenfalls abzulehnen.

Die Rolle der Apoptose und der funktionelle Zusammenhang zu gesteigerter adulter
Neurogenese waren allerdings stark umstritten (Kermer et al. 2004): einerseits konnte es sich
um einen gegenregulierenden Mechanismus handeln oder andererseits um Auslese. Ein
zumindest gleichzeitiges Auftreten von Apoptose und Neurogenese im Gyrus dentatus wurde
im Tiermodell neben dem hypoxischen Hirnschaden auch nach Meningitiden und Ischdmien
nachgewiesen (Daval and Vert 2004, Pulera Gerber et al. 2003, Martin et al. 2000, Vert and
Daval 2006).
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5.2.2 Neurogenese und Apoptose nach spontaner SAB

Ganz im Gegensatz zu unseren Ergebnissen von einer gesteigerten hippocampalen adulten
Neurogenese nach SAB wurde in einer Studie an Mausen eine leichte Abnahme der adulten
Neurogenese im Gyrus dentatus festgestellt, nachdem durch katheterinterventionelle
Perforation der Zerebralarterien eine SAB induziert worden war (Mino et al. 2003).

Nun wurde aber ebenfalls in einer anderen Studie an Menschen erst kiirzlich das Verhalten
von neokortikaler adulter Neurogenese nach SAB untersucht (Sgubin et al. 2007). Sie
untersuchten Hirnmaterial, das im Rahmen von ,clipping’-Operationen entnommen worden
war, um einen besseren neurochirurgischen Zugang zu erhalten. Diese ausschlieBlich
neokortikalen Hirnanteile zeigten allerdings lediglich eine gesteigerte Expression sehr frither
neuronaler Stammzellmarker und nur sehr begrenzt eine Kolokalisation mit dem
Proliferationsmarker Ki-67 in den selben Zellen im Vergleich zu &hnlich gewonnenen
Préparaten aus neurochirurgischen Hirntumoroperationen (zu weiteren Erkenntnissen
neokortikaler adulter Neurogenese bei Menschen siehe Seite 69).

Insgesamt blieb das Verhalten der adulten Neurogenese nach spontaner SAB, auch wegen den

methodischen Problemen unserer SAB-Gruppe, unklar.

Weiterhin zeigte die vorliegende Studie keine Anderung der Apoptoserate im Gyrus dentatus
nach SAB bei Autopsiefillen. Zu einem komplett gegensitzlichen Ergebnis kam allerdings
eine vergleichbare Studie an Autopsiefillen, die deutlich mehr Apoptosen im Gyrus dentatus
bei Autopsiefillen nach SAB als bei Kontrollfillen feststellte (Nau et al. 2002). Nun wurde
auch eine gesteigerte Apoptoserate an Kaninchen nach Injektion von Hamolysat-Blut in den
Subarachnoidalraum gefunden - allerdings wurde recht unspezifisch der gesamte basale
Anteil des Temporallappens untersucht (Wang et al. 2005). In der Apoptose von Kornerzellen
wird ein eigenstidndiger Pathomechanismus vermutet, der neben dem bekannten nekrotischem
Zelluntergang wegen Ischdmie durch Vasospasmen bei SAB vorkommen soll.

Insgesamt mussten wir eingestehen, dass in Anbetracht der methodischen Probleme mit der
SAB-Gruppe, trotz der Ergebnisse der vorliegenden Studie, eine Steigerung der Apoptose

nach SAB bei Autopsiefillen anzunehmen war.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse - weiterfiihrende Fragen

5.3.1 Neurogenese und Apoptose nach Hypoxie - Altersvergleich

Unsere Studie zeigte bei élteren Patienten (bis 85 Jahre) eine viel geringer ausgeprigte
Steigerung der Neurogenese nach Hypoxie als bei Jiingeren (ab 35) - der Unterschied blieb
auch bestehen, nachdem die unterschiedlichen Zeiten vom hypoxischen Ereignis bis zum Tod
miteingerechnet worden waren - verlor allerdings die Signifikanz. Vergleichsdaten vom
Tiermodell, die auch von einer weniger stark ausgeprigten Steigerung der adulten
Neurogenese im Gyrus dentatus und der SVZ bei dlteren Ratten sprechen, existierten
allerdings nur von fokaler Ischdmie (Darsalia et al. 2005, Jin et al. 2004b), die grundséitzlich
vom hypoxischen Hirnschaden abzugrenzen ist.

Interessanterweise fanden wir bei dlteren Patienten unserer Hypoxiegruppe nicht mehr
apoptotische Koérnerzellen als bei jiingeren.

Diese beiden Ergebnisse konnten von zukiinftiger therapeutischer Relevanz sein (sieche Seite

74).

5.3.2 Neurogenese und Apoptose bei Kontrollen - Altersvergleich

Von Tierexperimenten an Ratten war gut bekannt, dass die natiirliche adulte Neurogenese im

hippokampalen Gyrus dentatus mit steigendem Alter abnimmt (Tabelle 22).

Marker Alter der Verinderung in diesem
Ratten Zeitraum
Kuhn et al. (1996) BrDU, Calbindin, NeuN, 6 bis 21 Abnahme auf ca. 12 %
polysialic acid-neural cell Monate
adhesion molecule
Jin et al. (2004b) BrDU, DCX 3 bis 24 Abnahme auf ca. 40%
Monate
Heine et al. (2004) BrDU, NeuN 0,5 bis 24 Abnahme aufca. 1 %
Monate
McDonald and BrDU, Calbindin, DCX 1 bis 12 Abnahme auf ca. 8 %
Wojtowicz (2005) Monate
Darsalia et al. (2005) | BrdU, Ki67, DCX, NeuN 3 bis 15 Abnahme auf ca. 20%
Monate
Hattiangady and sex determining region 4 bis 24 Keine signifikante
Shetty (2008) Y box 2 Monate Verinderung

Tabelle 22. Erkenntnisse iiber Altersabhéngigkeit der adulten Neurogenese im Gyrus dentatus bei Ratten. Ratten

haben eine Lebenserwartung von ca. 2-3 Jahren.
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In unserer Studie kamen wir bei den Autopsiefdllen ohne neuropathologische Auffalligkeiten
- von wohlgemerkt ausschlielich erwachsenen Patienten - zu einem Schluss, der den ersten 5
Studien an Ratten in Tabelle 22 komplett widersprach: Wir stellten fest, dass natiirliche adulte
Neurogenese und allgemeine Proliferation im selben Umfang bis ins hohe Alter fortbestanden
- und zwar ohne Zunahme apoptotischer Kornerzellen. Andere Studien zur adulten
Neurogenese beim Menschen machten leider keine vergleichbare explizite Aussage zu
Verdnderungen der adulten Neurogenese mit steigendem Alter bei Féllen ohne
neuropathologische Auffilligkeiten.

Die génzlich anderen Ergebnisse der genannten Tierexperimente zum Verlauf adulter
Neurogenese mit steigendem Alter, konnten aus einer im Vergleich sehr hohen Neurogenese
in den ersten Lebensmonaten resultieren. Betrachtete man beispielsweise die Studie von
Heine et al. (2004) genauer, so stellte man fest, dass ab der sechsten Woche die adulte
Neurogenese im Gyrus dentatus nur noch leicht abnimmt, und ab dem Alter von 12 Monaten
nahezu auf einem Niveau bleibt, was durchaus mit unseren Ergebnissen zu vereinen war. In
einer neulich erschienenen Studie wurde mit dem extrem frithen Neurogenesemarker ,sex
determining region Y box 2’ ebenfalls beschrieben, dass die Dichte von NSC im Gyrus
dentatus bei Ratten ab dem 4. Lebensmonat mit steigendem Alter dann gleich bleibt
(Hattiangady and Shetty 2008).

Es wire grundsitzlich nicht verwunderlich, dass adulte Neurogenese bei Menschen mit
steigendem Alter gleich bleibt, wenn man sie als physiologischen Vorgang in der Funktion

des menschlichen ZNS betrachtet (siche Seite 71).

5.3.3 Verlauf der Neurogenese und Apoptose nach zentraler Hypoxie

Grundsitzlich muss zunichst erwdhnt werden, dass es bisher keine Methode gab, adulte
Neurogenese im Verlauf bei der selben Zelle von dem selben Versuchsobjekt zu beobachten,
da die histologische Aufarbeitung entweder nur postmortal oder zumindest nach einer Biopsie
moglich war. Aussagen iiber den ,Verlauf® basierten daher meistens auf einem Vergleich von
zwei Gruppen.

Ahnlich wurde auch in der vorliegenden Studie versucht, den Verlauf der Neurogenese nach
Hypoxie zu beschreiben, indem Autopsiefdlle mit unterschiedlichen Abstinden von dem
jeweiligen hypoxischen Ereignis bis zum Tod miteinander verglichen wurden.

Insgesamt konnten wir in der Hypoxiegruppe also die ersten 59 Tage nach Hypoxie

untersuchen, in denen wir eine Steigerung der Neurogenese im Verlauf feststellen, die auch
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bestehen blieb, nachdem wir das Alter der Patienten als interferierende Kontrollvariable mit
hinzu gezogen hatten - allerdings ohne Signifikanz.

Im Makakenaffen nach 4-VO hatte die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus ihr Maximum
nach 44 Tagen erreicht, wobei die jungen Neuronen mindestens 79 Tage iiberlebten (Tonchev
and Yamashima 2006). Bei Wiistenrennméusen begann der Anstieg nach 7 Tagen, fand nach
11 Tagen sein Maximum, um anschlieBend wieder abzusinken (Sharp et al. 2002). Allerdings
gab es gerade in den ersten Tagen nach 4-VO in einer Studie an Ratten sogar einen negativen
Effekt auf die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus, und es proliferierten hauptsidchlich
gliale Zellen (Pforte et al. 2005).

Wenn man nun davon ausginge, dass auch bei Menschen nach einem Ereignis, das
Neurogenese stimuliert hatte, erst ein Anstieg und dann nach einem Maximum wieder ein
Abflachen der Neurogenese zu beobachten wire, wie es am Tiermodell nach 4-VO gezeigt
wurde, dann schien bei genauerer Betrachtung der Abbildung 10 rechts unten auf Seite 42 das
Maximum der Neurogenese nicht vor dem 15. bis 30. Tag nach der Hypoxie zu liegen.
Interessanterweise blieb die allgemeine Proliferation und die Apoptoserate im Verlauf nach

Hypoxie durchweg auf dem selben Niveau.

5.4 Aktueller Stand der Neurogeneseforschung

5.4.1 Weitere Regionen adulter Neurogenese im Tiermodell

Gyrus dentatus des |Makakenaffen, Gerber et al. (2003), Kempermann et al. (2003),

Hippokampus Kaninchen, Tauber et al. (2006), Stanfield and Trice (1988),
Mause, Ratten van Praag et al. (2002)

CA1 des Wiistenrenn- Schmidt and Reymann (2002)

Hippokampus mause

CA3 des Ratten Scharfman et al. (2000)

Hippokampus

SVZ Makakenaffen, Gould et al. (1999b), Shingo et al. (2003),
Mause, Ratten Zhang et al. (2006)

Bulbus olfactorius  |Ratten Winner et al. (2002)

Amygdala Totenkopf- und Bernier et al. (2002)
Makakenaffen

Substantia nigra Mause Zhao et al. (2003)

Nucleus dorsalis Ratten Bauer et al. (2005)

nervi vagi

Striatum Makakenaffen Tonchev et al. (2005)

Tabelle 23. Regionen natiirlicher adulter Neurogenese bei verschiedenen Saugetieren.
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Bei Sdugetieren ist im Tiermodell mittlerweile in einer Vielzahl von Regionen natiirliche
adulte Neurogenese, d.h. ohne Stimuli, festgestellt worden (Tabelle 23). Die stirkste Aktivitat
adulter Neurogenese war im Gyrus dentatus und in der SVZ zu beobachten. Wahrend der
Ablauf und das Migrarionsziel adulter Neurogenese im Gyrus dentatus schon gut bekannt
waren (siche Seite 13), gab es in letzter Zeit zum Teil entgegensetzte Berichte {iber die
Eigenschaften adulter Neurogenese in der SVZ - insbesondere das Migrationsziel der jungen
Neuronen war noch unklar. Diskutiert wurden der Bulbus olfactorius, das Striatum und auch
neokortikale Hirnteile (Chen et al. 2004, Gould et al. 1999b, Tonchev and Yamashima 2006,
Toncheyv et al. 2005, Yang et al. 2007) (zu Forschungsergebnissen von der menschlichen SVZ

siche unten).
Sonderfall Neokortex

Der Neokortex des Sdugers ist das komplexeste neuronale Netzwerk {liberhaupt; der Nachweis
adulter Neurogenese direkt aus lokalen Stammzellen des Neokortex war allerdings stark
umstritten. Zwei Studien sollen exemplarisch herausgegriffen und dargestellt werden:

= Trotz erster positiver Ergebnisse an verschiedenen Affenarten zeigten Kornack and
Rakic (2001) in einer grol angelegten Studie an Makakenaffen, dass keine einzige
proliferierende BrDU-geférbte Zelle im Neokortex neuronale Marker koexprimierte. Sie
hoben hervor, dass es zwar einige suspekte Objekte gegeben hitte, bei denen BrDU in der
Néhe eines neuronalen Markers exprimiert wurde - allerdings nie in derselben Zelle.

= Dayer et al. (2005) wiesen in einer anderen aufwindigen Arbeit durch 21 verschiedene
immunhistochemische Primérantikdrper bei adulten Ratten in manchen neokortikalen Arealen
gewisse Vorstufen von Neuronen mit dem Neurotransmitter GABA nach.
Da adulte Neurogenese der Neuronen des Neokortex einen riesigen Sprung neuer potentieller
Therapieansitze bedeuten wiirde (sieche Seite 74), wird es in Zukunft sicherlich zahlreiche

weitere Experimente zu dieser Thematik geben.

5.4.2 Neurogenese bei Menschen - Zusammenfassung der bisherigen

Daten

Erstmalig wiesen Eriksson et al. (1998) adulte Neurogenese bei Menschen nach. Sie
analysierten das ZNS von 5 Autopsiefillen, die zu Lebzeiten den Proliferationsmarker BrDU
zu diagnostischen Zwecken wegen einer Krebserkrankung injiziert bekommen hatten, und

fanden postmortal nicht nur sehr viele BrDU markierte Zellen im Gyrus dentatus, sondern
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auch, dass diese Zellen zusidtzlich die immunhistochemischen Neurogenesemarker NeuN,
Calbindin und NSE exprimierten.

Da Injektionen von BrDU, wie auch viele andere iibliche Methoden der
Neurogeneseforschung (z.B. Markierung mit Fluorogold oder Retroviren) potentiell toxisch
sind, war mit diesen Substanzen aus ethischen Griinden sicherlich keine umfangreiche
Forschung beim Menschen moglich. Ein wichtiger Fortschritt war die komplett postmortal,
also an Autopsiefillen, durchfiihrbare Immunhistochemie durch eine Kombination
mitosenspezifischer Zellproteine mit Markern neuronaler Differenzierung, wie sie erstmals
von Jin et al. (2004a) und auch in der vorliegenden Studie angewandt wurde.

Bei einer weiteren sehr interessanten Methode (Bhardwaj et al. 2006) wurde die weltweite
Verbreitung des Isotops Kohlenstoff C'* genutzt, welches in grofen Mengen fast
ausschlieBlich bei Atombombentests wihrend des Kalten Krieges freigesetzt wurde (so
Bhardwaj et al. 2006). Wurde bei einem Menschen, der vor dem Kalten Krieg geboren wurde,
zu Lebzeiten nach diesen Atombombentests in einer mitotischen Zelle bei der DNS-Synthese
anstelle von C'? dieses Isotop C'* eingebaut, konnte man jene Zellen schlieBlich postmortal
via Durchflusszytometrie detektieren, und somit das Alter der Zellen feststellen. Allerdings
fanden sie mit dieser Methode keine Neurone im humanen Neokortex, die nach der Geburt
entstanden sind.

Einer neuen Studie an Prdparaten aus der neurochirurgischen Therapie von Epilepsien zu
Folge schienen junge Neurone allerdings nicht nur in der SVZ an sich vorzukommen, sondern
auch in Richtung des Neokortex auszuwandern (Gonzéalez-Martinez et al. 2007). Nun wurden
jingst in Gehirnbiopsien von Schlaganfallpatienten auch Zellen um Blutgefdle in der
Penumbrazone gefunden, die Proliferationsmarker zum Teil gleichzeitig mit Markern junger
Neuronen exprimierten (Jin et al. 2006) - was jene migrierenden jungen Neuronen gewesen
sein konnten.

Alle Beobachtungen zusammengefasst (Tabelle 24) waren noch viele Fragen iiber adulte
Neurogenese beim Menschen offen - sie schien jedenfalls keine einheitliche Reaktion auf
verschiedene Stimuli zu sein, sondern ein verschiedentlich reguliertes Ereignis, dem die

jeweilige Situation zu Grunde liegt.
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Gyrus dentatus v' adulte Neurogenese Eriksson et al. (1998)
v’ bis ins hohe Alter Eriksson et al. (1998),
Vorliegende Arbeit
1 bei Demenz vom Alzheimer- Jin et al. (2004a),
Typ (nicht prasenil)
? nach SAB Sgubin et al. (2007),
Vorliegende Arbeit
1 nach zentraler Hypoxie Vorliegende Arbeit
| durch Radio-/ Chemotherapie ~ Monje et al. (2007)
CA1l v’ adulte Neurogenese Jin et al. (2004a)
1 bei Demenz vom Alzheimer- Jin et al. (2004a)
Typ
Bulbus olfactorius | v adulte Neurogenese Bédard and Parent (2004)
SVZ v" adulte Neurogenese Gonzalez-Martinez et al. (2007)
1 bei Epilepsie Gonzélez-Martinez et al. (2007)
Neokortex O keine adulte Neurogenese, Bhardwaj et al. (2006),
v’ aber gewisse Vorlduferzellen, Gonzalez-Martinez et al. (2007),
evtl. aus der SVZ Jin et al. (2006)

Tabelle 24. Uberblick iiber die bisherigen Erkenntnisse zur adulten Neurogenese bei Menschen. Wegen der
methodischen Unterschiede zwischen den Studien ist in dieser Ubersicht jeweils nur angegeben, ob adulte
Neurogenese bestitigt (v') oder wiederlegt worden ist (), bzw. ob eine Steigerung (1) oder Verminderung ()

der adulten Neurogenese festgestellt worden ist.

5.4.3 Spekulationen Uber die Funktion adulter Neurogenese im Gyrus

dentatus

Uber die Funktion der adulten Neurogenese kann nach wie vor nur spekuliert werden. Die

drei folgenden Hypothesen sind zwar bekannt, aber nicht unumstritten:
Explizites Gedachtnis

Lange wurde die Funktion der adulten Neurogenese im hippokampalen Gyrus dentatus
ausschlieflich als Bestandteil des expliziten Geddchtnisses angesehen; schlieflich stellt dies
die Hauptfunktion des Hippokampus selber dar (siehe Seite 13). Diese These wurde von
zahlreichen Studien untermauert: Bei Vogeln zum Beispiel wurde schon sehr friilh ein
Zusammenhang zwischen hippokampaler Neurogenese und dem Erlernen neuer Gesdnge
intensiv beforscht (Alvarez-Buylla et al. 1988) und bei vielen Siugetieren war ein
Zusammenhang zwischen adulter Neurogenese und einer vielseitigen, neuen Umgebung bzw.
zu hippokampusspezifischen Lernaufgaben bekannt (Gould et al. 1999a, Kempermann et al.
1997b, Lemaire et al. 1999), wohingegen soziale Isolation bei Ratten zu Verminderung der

adulten Neurogenese fiihrte (Lu et al. 2003). Wahrscheinlich ist auch die Steigerung der
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adulten Neurogenese durch korperliche Betédtigung bei Mausen hiermit in Zusammenhang zu
sehen (van Praag et al. 1998).

In einer Ubersichtsarbeit von Leuner et al. (2006) wurden nun erschdpfend zahlreiche
Argumente flir und gegen einen Zusammenhang zwischen Neurogenese und explizitem
Gedichtnis diskutiert. Insgesamt kamen die Autoren zu dem Schluss, dass wenn, dann
insbesondere unreife Neuronen im Gyrus dentatus eine besondere Rolle bei synaptischer
Plastizitidt oder kurzzeitiger Speicherung neuer Assoziationen haben konnten, und dabei
gleichzeitig wichtig sein konnten, um den Kontakt zu CA3, dem Autoassoziationsnetzwerk,

aufrecht zu erhalten.
Neurogenese und Depression

Zur Pathogenese der Depression gibt es zahlreiche neurobiologische Hypothesen, die alle eine
Fehlfunktion in verschiedenen Regionen bzw. Systemen des ZNS des Patienten annehmen
(Schiile et al. 2007). Nun hatte sich zu diesen in letzter Zeit die ,Neurotropin-Hypothese’ mit
eingereiht, die davon ausgeht, dass ein Mangel an neurotrophen Faktoren, vor allem von
,brain-derived neurotrophic factor’, durch Beeintrichtigung der hippokampalen Neurogenese
zu Depression flihrt (Schiile et al. 2007).

Aus Magnetresonanztomographie-Studien war nun schon lange bekannt, dass starke
Depression zu einer Volumenabnahme des Hippokampus fiihrt (Sheline et al. 1999), in letzter
Zeit hat sich die Evidenz der Neurotropin-Hypothese aber weiter ausgebaut:

Zum einen Teil beruft sich diese auf das Serotonin (5-HT)-System. Jiingst wurde bei Ratten
eine direkte Wirkung von 5-HT auf adulte Neurogenese im Gyrus dentatus iiber den 5-HT
1 A-Heterorezeptor nachgewiesen (Banasr et al. 2004). Aber auch der Effekt von
Antidepressiva (Serotonin-Wiederaufnahmehemmer) auf depressives Verhalten lief sich bei
Maiusen nach Ausschaltung der Neurogenese nicht mehr nachweisen (Santarelli et al. 2003).
Zu beachten ist allerdings, dass die Neurogenese in diesem Experiment durch Bestrahlung (15
Gy) ausgeschaltet worden war, sodass es auch zu zahlreichen anderen Wechselwirkungen
gekommen sein konnte; z.B. war eine starke Steigerung neuronaler Apoptose im Gyrus
dentatus aus Experimenten mit Bestrahlung an Ratten (10 Gy) und auch Méusen (18 Gy)
bekannt (Nagai et al. 2000, Peissner et al. 1999). Interessanterweise liel sich adulte
Neurogenese auch in Tiermodellen ohne Depression durch Antidepressiva stimulieren
(Dranovsky and Hen 2006).

Zum anderen Teil liefe sich die klinisch zu beobachtende Latenz von der Einnahme von
Antidepressiva bis zum Beginn der Wirkung (ca. 1 bis 2 Wochen) durch das Wachstum

junger Neuronen erkldren (Schiile et al. 2007).
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Hinzu kamen noch Uberlegungen zu Glukokortikoiden, die als Stresshormone bei
Depressionen bekannt waren (Schiile et al. 2007), und auch als Bremse der Neurogenese

wirken konnen (Tauber et al. 2006).

Veranderung der Neurogenese nach pathologischer Neuronenschadigung

Bei vielen verschiedenen neurologischen Krankheitsbildern lieBen sich neben zerebraler
Hypoxie und Ischidmie sowie SAB im Tiermodell und an Menschen eine gesteigerte adulte
Neurogenese im Gyrus dentatus nachweisen, wobei zahlreiche schidliche Substanzen zu einer

Verminderung adulter Neurogenese fiihrten (Tabelle 25).

Chorea Huntington Autopsiefille 1 Curtis et al. (2003)
Demenz vom Alzheimer-Typ Autopsiefille 1 Jin et al. (2004a)
Epilepsie Ratten T Parent et al. (1997)
Mechanische Hirnverletzung Ratten 1 Dash et al. (2001)
Meningitiden Maiuse, Kaninchen T Gerber et al. (2003)
Bestrahlung Ratten ! Parent et al. (1999)
Ethanol Ratten l Nixon and Crews (2002)
Glukokortikoide Biischelaffen ! Tauber et al. (2006)
Stress Biischelaffen l Gould et al. (1998)

Tabelle 25. Auswahl der Erkenntnisse iiber die Beeinflussbarkeit adulter Neurogenese durch zahlreiche weitere

neurologische Krankheitsbilder und #uBere Einfliisse. Auch in dieser Ubersicht ist jeweils nur die untersuchte

Spezies und eine Steigerung (1) bzw. Verminderung (| ) der adulten Neurogenese angegeben.

Ob es sich bei der gesteigerten adulten Neurogenese bei diesen neurologischen
Krankheitsbildern auch um einen kausalen Zusammenhang handelt, war noch unklar. Es
kamen drei ganz unterschiedliche Moglichkeiten in Betracht (nach Abrous et al. 2005):

* Es handelt sich dabei um einen hirneigenen zelluldren Regenerationsmechanismus,
dhnlich der synaptischer Plastizitit.

= Die gesteigerte Neurogenese ist eine besondere Reaktion des Hippokampus auf die
Hirnschiadigung, dient aber nicht der Regeneration - sondern z.B. um die Funktionsweise des
Hippokampus auf die neu entstandene Situation im Rahmen der Schidigung anzupassen.

* Die aus anderen Griinden gesteigerte adulte Neurogenese ist selber die Ursache fiir
eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber der Schidigung. Dieser nicht zu vernachldssigende
Gedankengang stiitzt sich vor allem darauf, dass experimentelle Anordnungen in der
Erforschung der adulten Neurogenese immer auf einem Gruppenvergleich basierten, und
nicht jedes Versuchsobjekt vor und nach der Schidigung untersucht worden war (Abrous et

al. 2005).
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5.5 Therapeutischer Ausblick

Auch wenn die Theorie eines hirneigenen zelluldren Regenerationsmechanismus durch adulte
Neurogenese noch Gegenstand der Diskussion ist, griinden sich auf dieser aktuelle
Bestrebungen, adulte Neurogenese auch therapeutisch einzusetzen. Die zentralen
Fragestellungen sind, ob die jungen Neuronen vollstindig funktionell integriert werden, und
ob bzw. in welchen Regionen ein derartiger Mechanismus therapeutisch genutzt werden kann.
Ein Erfolg wiirde einen enormen Sprung in der Therapie des hypoxischen Hirnschadens und
zahlreicher anderer neurologischer Krankheitsbilder darstellen.
Grundsitzlich miissen nach Rossi and Cattaneo (2002) bei Uberlegungen zur neuronalen
Stammzelltherapie drei Gegebenheiten bedacht werden:

= die Pathogenese des Zelluntergangs, da neue Neuronen sich nur in noch vorhandene
neuronale Netze eingliedern lassen,

= die Lokalisation der untergegangenen Zellen, da Areale mit wenigen Neuronenarten
leichter zu ersetzen wéren als komplexere Netzwerke, und

= die Progression des Zelluntergangs. Wenn die Krankheit auch nach Stammzelltherapie
weiterhin fortschreitet, miisste wiederholt therapiert werden.

Zwei Ansatzpunkte kamen nun in Frage:
Exogene Stammzelltherapie

Die exogene Stammzelltherapie setzt sich zum Ziel, von auBlen Neuronen in bestehende
neuronale Netze funktionell zu integrieren. Bei entsprechender Ziichtung lieBen sich
Neuronen wahrscheinlich grundsitzlich sowohl aus humanen embryonalen Stammzellen
(ESC), wie auch aus NSC gewinnen (Alvarez-Buylla and Jackson 2005, S. 416f, 425-428,
Lindvall and Kokaia 2006), was zwar eine verlockende Idee wire, allerdings bedeutet
insbesondere die Verwendung von ESC Probleme ethischer und moralischer Art (sieche

Heinemann and Honnefelder 2002).
Medikamenttse Anregung - Neurogenese aus endogenen Stammzellen

Die endogene Stammzelltherapie setzt sich zum Ziel, durch Aktivierung endogen
vorhandener NSC und folgende adulte Neurogenese untergegangene Neuronen zu ersetzen.
Dabei wiirden entweder lokale, sich direkt im beschéddigten Areal befindliche NSC aktiviert,
oder man lieBe junge Neuronen gezielt aus bekannten Neurogenesegebieten einwandern

(Sohur et al. 2006).
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Die Idee besteht darin, diese beiden Vorginge zu induzieren, wozu z.B. verschiedene
Wachstumsfaktoren wie der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (Yoshimura et al. 2001), der
epidermale Wachstumsfaktor (EGF) (Baldauf and Reymann 2005), der Heparin-bindende
EGF-dhnliche Wachstumsfaktor (Jin et al. 2004c) und Erythropoetin (Shingo et al. 2001),
oder lokale Mediatoren, wie z.B. GefaBBendothel-Wachstumsfaktor-Rezeptorantagonisten
(Kawai et al. 2006) und die induzierbare Nitritoxidase (Zhu et al. 2003), sowie Medikamente,
beispielsweise Statine (Chen et al. 2003), Antidepressiva (Dranovsky and Hen 2006) und
Sildenafil (Zhang et al. 2006) infrage kommen, die aus tierexperimentellen Vorversuchen
bekannt waren.

Insgesamt ist dies ein sehr vielversprechender Ansatz, der trotz vieler in letzter Zeit
aufgetretener technischer Probleme in Zukunft nicht aus dem Auge verloren werden und
weiter untersucht werden sollte. In Zusammenschau mit den Ergebnissen der vorliegenden
Studie von weniger ausgeprigter Steigerung adulter Neurogenese nach Hypoxie bei dlteren
Patienten miisste dann allerdings zusdtzlich die Frage beriicksichtigt werden, ob eine
therapeutische Beeinflussung adulter Neurogenese bei dlteren Patienten weniger effektiv als

bei jungen Patienten sein konnte.

6. ZUSAMMENFASSUNG

Der hypoxische Hirnschaden ist die Hauptursache fiir Komplikationen nach primér
erfolgreicher kardiopulmonaler Reanimation und fithrt zu schwersten Schiden im
Hippokampus und Neokortex.

Die spontane Subarachnoidalblutung (SAB) durch Aneurysmaruptur ist die haufigste
intrakranielle Blutung zwischen 35 und 65 Jahren - 30% der Patienten versterben bereits
préhospital.

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem Einfluss des hypoxischen Hirnschadens bzw.
der SAB auf adulte Neurogenese und Apoptose im hippokampalen Gyrus dentatus, als
mogliche hirneigene zelluldre regenerative Mechanismen.

Retrospektiv. wurden Gewebeproben des Hippokampus von 22 Autopsiefillen mit
hypoxischem Hirnschaden, 11 mit SAB und 19 Kontrollfdllen ohne neuropathologische
Auffilligkeiten histologisch und immunhistochemisch untersucht.

Im Gyrus dentatus der Félle mit hypoxischem Hirnschaden stellten wir eine signifikant hohere
Dichte Tuc-4-markierter unreifer Kornerzellen und junger Calretinin-exprimierender
Neuronen im Vergleich zu den Kontrollen fest (p = 0,0002 bzw. 0,0001). Vergleichbar stieg

allerdings auch die Dichte apoptotischer Kornerzellen an (gemessen durch In-situ-tailing und
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morphologische Kriterien) (p = 0,014). Weiterhin fanden wir Hinweise darauf, dass erstens
im Verlauf nach dem hypoxischen Ereignis sich die adulte Neurogenese noch steigerte, und
dass zweitens die adulte Neurogenese nach einem hypoxischen Ereignis bei édlteren Patienten
weniger stark ausgeprigt war.

Im Gegensatz dazu wurden bei den Kontrollfillen weder die Dichte apoptotischer, noch die
Tuc-4- oder Calretinin-exprimierender Zellen vom Alter beeinflusst.

In den Féllen mit SAB fanden wir ebenfalls eine signifikant erhdhte Dichte Tuc-4- und
Calretinin-exprimierender Zellen im Gyrus dentatus (p = 0,001 bzw. p = 0,036), mussten aber
gleichzeitig auf methodische Probleme dieser Gruppe hinweisen, insbesondere deren
Inhomogenitit.

Insgesamt wurde also sowohl ein Anstieg von adulter Neurogenese als auch von Apoptose
nach hypoxischem Hirnschaden beobachtet.

Inwieweit adulte Neurogenese im Gyrus dentatus fiir therapeutische oder rehabilitative

Zwecke genutzt werden konnte, ist noch Gegenstand zukiinftiger Forschung.



-77 -

7. ANHANG

7.1 Methodischer Anhang

Antikorper

Alkaline phosphatase anti-alkaline phosphatase complex (1:50, Dako, Kopenhagen,
Denmark),

biotinylated donkey anti-rabbit antibody (1:200, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),

biotinylated sheep anti-mouse antibody (1:200, Amersham, Buckinghamshire, UK),

monoclonal mouse anti-PCNA antibody (1:200, Chemicon, Temecula, CA, USA),

monoclonal mouse anti-rabbit antibody (1:50, Dako, Kopenhagen, Denmark),

polyclonal rabbit anti-calretinin antibody (1:1000, Swant, Bellinzona, Switzerland),

polyclonal rabbit anti-Tuc-4 antibody (1:200, Chemicon, Temecula, CA, USA),

rabbit anti-mouse antibody (1:50, Dako, Kopenhagen, Denmark),

sheep anti-digoxigenin antibody (FAB fragments, 1:250, Roche, Mannheim, Germany).

Ansetzen der Lésungen

Antikorper, Avidin-Biotin-Komplex, FCS und Proteinase K: angegebenes Verhéltnis im
jeweiligen Arbeitspuffer.

DAB Losung: 10% DAB in DAB-substrate-peroxid-buffer.

FCS: 10% in Arbeitspuffer.

H,0; Losung: 3ml H,O, ad 50ml PBS.

HCV/ Alcohol: 175 ml Isopropylalkohol, 2,5 ml HCI 25% ad 250 ml H,O bidest.

NBT/ BCIP: 225 pul NBT, 175 ul BCIP ad 50ml TBS.

Neofuchsin Losung: 20mg Levamisol ad 50 ml TBS. 10mg Natriumnitrit + 250ul H,O bidest.
+ 100ul Neofuchsin mischen und zufiigen. 14mg Naphthol-AS-Bi-Phosphat + 300ul N,N-
Dimethylformamid mischen und zufiigen. PH auf 8,8 einstellen mit 1M NaOH, filtern und
sofort verwenden.

PBS Losung: 9,55g PBS-Pulver ad 11 H,O bidest.

Sinkende Alkoholreihe: 100%, 90%, 70%, 50% Isopropylalkohol in H,O bidest.

Tailingmixtur: 10 pg Tailing-Puffer, 1 pl Digoxigenin DNA labeling mix, 2 ul Kobaltchlorid,
0,5 pl terminale Transferase ad 50 ul H,O bidest.

TBS Losung: 17,0g NaCl + 12,1g TRIS ad 21 H,O bidest., pH auf 7,5 einstellen mit 1M HCL
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Zitratpuffer pH=6 Losung: 2,1g Zitrat ad. 11 H,O bidest. pH auf 6,0 einstellen mit 1M NaOH.
Chemikalien, Losungen und Pulver

DAB-substrate-peroxide-buffer (Roche, Mannheim, Deutschland),
Diaminobenzidin, DAB substrate (Roche, Mannheim, Deutschland),
Digoxigenin DNA labeling mix (Roche, Mannheim, Deutschland),
FCS (Biochrom, Berlin, Deutschland),

H,0; 30% (Merk, Darmstadt, Deutschland),

HCI, Salzsdure 1IN (Merk, Darmstadt, Deutschland),
Isopropylalkohol, 2-Propanolol (Merk, Darmstadt, Deutschland),
Kernechtrot, red-aluminium hydroxide (Roche, Mannheim, Germany),
Kobaltchlorid (Roche, Mannheim, Deutschland),

Levamisole hydrochloride (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA),
Héamalaun nach Mayer (Merk, Darmstadt, Deutschland),
N,N-Dimethylformamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

NaCl, Natriumchlorid (Merk, Darmstadt, Deutschland),

NaOH, Natronlauge 1N (Merk, Darmstadt, Deutschland),
Naphthol-AS-Bi-Phosphat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
Natriumnitrit (Merk, Darmstadt, Deutschland),

NBT, 4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid (Roche, Mannheim, Deutschland),
NCIP, 5-Bromo-4-Chlorid-3-Indolylphosphat (Roche, Mannheim, Deutschland),
Neofuchsin Losung (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland),

PBS Dublecco 9,55 g/l (Biochrom AG, Berlin, Deutschland),
Proteinase K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

Tailing-Puffer (Roche, Mannheim, Deutschland),

Terminale Transferase (Roche, Mannheim, Deutschland),

TRIS (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland),

Xylol (Merk, Darmstadt, Deutschland).

Zitrat, Zitronensdure-Monohydrat (Merk, Darmstadt, Deutschland),

Gerate

Gefrierschrank-Oeko-Super (Liebherr Hausgerite, Biberach an der Riss, Deutschland),
Heizliifter HERAhybrid12, 100C (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland),
Kiihlschrank FKS 3610 (Liebherr Hausgerite, Biberach an der Riss, Deutschland),
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Lichtmikroskop, Systemmikroskop fiir die Materialforschung BX 51 TF (Olympus, Hamburg,
Deutschland),
mit Objektiv 2x, 4x, 10x, 20x, 40x, 60x, 100x,
mit Kamera, ColorView II Kamera Set,
mit Computer SIS Workstation Standart, 110400,
mit Bildschirm, SyncMaster 110378 (Samsung, Darmstadt, Deutschland),
mit Bildanalyse-Software, analySIS Doku Ver. 3.2 (Soft Imaging System GmbH, Miinster,
Deutschland),

Magnet-Riihrer heat-stir CB162 (Barloworld Scientific, Staffordshire, UK),

Mikrotom SM 2000 R (Leica, Nussloch, Deutschland),

Mikrowelle Energia NN-E203WB EPG (Panasonic, Wiesbaden, Deutschland),

pH-Elektrode SenTix 41 (Wissenschaftlich-Technische Werkstitten, Weilheim, Deutschland),

pH-Meter inoLab pH Level 2, E 163694 (Wissenschaftlich-Technische Werkstétten,
Weilheim, Deutschland),

Pipetten 100-1000ul, 20-200ul, 2-20ul, 0,5-10ul (Eppendorf Research, Hamburg,
Deutschland),

Waage PT 150 (Sartorius, Gottingen, Deutschland),

Wirmeplatte KG, SP 13 (Nagel, Kiel, Deutschland).

Entsorgung

DAB-substrate-peroxid-buffer, DAB, DAB-Losung, HCI, Kernechtrot, Levamisol, N,N-
Dimethylformamid, NaOH, Naphthol-AS-Bi-Phosphat, NBT/ BCIP, Neofuchsin, Neofuchsin
Losung und Xylol durften nicht in den normalen Miill bzw. in das Abflusssystem, sondern

mussten getrennt entsorgt werden.
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7.2 Abklrzungsverzeichnis

ABC - Avidin-Biotin-Komplex

AKZ - apoptotische Kdrnerzellen

APAAP - Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
BCIP - 5-Bromo-4-Chlorid-3-Indolylphosphat
BrDU - Brom-Desoxy-Uridin

C - Kohlenstoff

CA - Cornu ammonis

DCX - doublecortin

DAB - Diaminobenzidin

DNS - Desoxyribonukleinsdure

EGF - epidermaler Wachstumsfaktor

ESC - embryonale Stammzellen

FCS - fetales Kélberserum

GABA - Gamma-amino-buttersiure

GFAP - glial fibrial acid protien

H,O bidest. - doppelt destilliertes Wasser
H,0, - Wasserstoffperoxyd

5-HT - Serotonin

Hy - Hypoxie

Ko - Kontrolle

m - minnlich

NBT - 4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid

NeuN - neuronal specific nuclear protein
NSC - neuronale Stammzellen

NSE - neuronenspezifische Enolase

PBS - phosphate buffered saline

PCNA - proliferating cell nuclear antigen
SAB - Subarachnoidalblutung

SVZ - subventrikuldre Zone des Seitenventrikelunterhorns
TdT - terminale desoxynukleotidyl-Transferase
Tuc-4 - TOAD-64/ Ulip/ CRMP-4

4-VO - 4-vessel-obstruction



-81 -

w - weiblich

ZNS - zentrales Nervensystem
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