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1. Einführung 

1.1. Schlaganfälle in Deutschland 

Als Schlaganfälle gelten Erkrankungen, die durch einen akuten Verschluss von 

Hirngefäßen oder durch Einblutungen verursacht werden und zu einer nachfolgenden 

Ischämie von Hirngewebe führen [2, 3]. Etwa 85% der Schlaganfälle werden durch 

Verschlüsse von Blutgefäßen verursacht, denen letzten Endes oftmals eine 

Atherosklerose oder aber aus dem Herzen kommende Thromben bei Vorhofflimmern 

zugrunde liegen [2, 4, 5]. Zur Determinierung der Ursache ischämischer Schlaganfälle 

hat sich die TOAST-Klassifikation durchgesetzt. Die Ursachen werden unterteilt in: 

Arteriosklerose der großen Blutgefäße (wie die A. carotis interna), darunter arterio-

arterielle Embolien, kardioembolische Infarkte, Verschlüsse der kleinen Hirngefäße 

(lakunäre Infarkte), Schlaganfälle anderer (seltener) Genese oder Schlaganfälle 

unklarer Ursache [6]. Hämorrhagische Infarkte stellen 15 % der Schlaganfälle und 

finden ihre Ursache u.a. in der arteriellen Hypertonie [2]. Die Symptomatik eines 

Schlaganfalles äußert sich in fokal neurologischer Symptomatik und umfasst häufig 

sensomotorische Hemiparesen, Aphasien, Sehstörungen, zentral vestibuläre Störungen 

bis hin zu allgemein neurologischen Symptomen wie Vigilanzminderung oder 

Kopfschmerzen [3]. Der Schlaganfall stellt weltweit die zweithäufigste Todesursache 

dar, darüber hinaus eine der häufigsten Ursachen einer bleibenden, erworbenen 

Behinderung [7-9]. In Deutschland ereignen sich jährlich 196.000 Erstinfarkte und 

66.000 Reinfarkte, insgesamt somit ca. 262.000 Schlaganfälle [7, 10]. Eine Einschätzung 

der Schlaganfallinzidenz ermöglichten zwei Studien: das Schlaganfallregister in 

Erlangen (1994 bis 2010) und in Ludwigshafen (2006 bis 2007). In beiden Studien zeigte 

sich die altersspezifische Inzidenzrate bei Männern höher als bei Frauen und 

unabhängig vom Geschlecht stiegen beide altersspezifische Inzidenzraten mit dem 

Alter steil an [3, 10-12]. Ein Schlaganfall ist somit eine Erkrankung, die zwar auch 

jüngere Personen betreffen kann, jedoch vorwiegend in höherem Lebensalter auftritt.  

In Deutschland ist der Schlaganfall die dritthäufigste Todesursache nach Krebs oder 

Herzerkrankungen [7]. Insgesamt ist jedoch ein Rückgang der Mortalität des 

Schlaganfalls zu beobachten. [7]. Dieser Rückgang kann unterschiedliche Ursachen 
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haben, so kann dies auf eine verbesserte Prävention oder aber auch eine bessere 

Akutversorgung zurückzuführen sein [3]. Seit den 90er Jahren wurden in Deutschland 

vermehrt Stroke Units etabliert, auf welchen die Vitalparameter der 

Schlaganfallpatienten während der akuten, vulnerablen Phase per Monitor überwacht 

werden [7]. Die National Institute of Neurological Disorders and Stroke Studie (NINDS) 

konnte 1995 die Wirksamkeit der intravenösen Lysetherapie mittels rekombinantem 

gewebsspezifischem Plasminogenaktivator (rt-PA) nachweisen [13]. Nach heutigen 

Erkenntnissen sollte eine Thrombolyse innerhalb von 4,5 Stunden nach 

Symptombeginn stattfinden [14]. Ergänzend wurde die Methode der Thrombektomie 

in den 2010er Jahren etabliert, welche seit 2015 im klinischen Alltag zum Einsatz 

kommt [15]. 

Hierbei kann mittels eines stent retrievers ein Thrombus in großen hirnversorgenden 

Arterien (vornehmlich A. cerebri media oder intrakranielle A. carotis interna) entfernt 

werden. Jedoch kommen für diese Art von Therapie nur etwa 4-10% der Patienten in 

Frage [16]. Diese Interventionen können nur im Laufe der Behandlung eines perakuten 

Schlaganfalls angewandt werden. Im Anschluss daran erfolgt die sogenannte 

Sekundärprävention, die alle Maßnahmen beinhaltet, die weitere Schlaganfälle 

verhindern sollen [17]. 

Viele Menschen in Deutschland leiden nach stattgehabtem Schlaganfall weiter an einer 

bleibenden Behinderung. So weisen etwa 25% der Patienten nach drei Monaten immer 

noch schwere Einschränkungen auf (Barthel-Index < 60), ein Sechstel der Patienten 

leidet sogar an mittleren bis schweren Funktionsstörungen (Rankin Scale 4–5) [7, 18, 

19]. 

Die Rekanalisation einer verschlossenen Hirnarterie ist zwar notwendig, jedoch als 

alleinige Maßnahme oftmals nicht ausreichend für ein gutes klinisches Ergebnis. Nach 

Thrombolyse oder Thrombektomie kann es somit zum sekundären Infarktwachstum 

(„injury despite reperfusion“) und zu einer Verschlechterung der klinischen 

Symptomatik kommen [20]. 
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Deshalb ist es umso wichtiger, an neuroprotektiven und potenziell 

verlaufsmodifizierenden Therapien zu forschen, die über die perakute Phase eines 

Schlaganfalls, d.h. über die anzustrebende Rekanalisation, hinaus wirksam sind.  

In den letzten Jahren hat man das Konzept verworfen, dass es sich bei einem 

Schlaganfall lediglich um eine reine Erkrankung der Hirngefäße handelt. Insgesamt 

muss die Interaktion von Gliazellen, Neuronen, Gefäßendothel und Matrixzellen als 

neurovaskuläre Einheit mit einbezogen werden [21]. Bisherige Erkenntnisse haben 

erbracht, dass es nach einem Schlaganfall zu einer Neuroinflammation kommt, welche 

sowohl positive als auch negative Effekte auf postischämische Umbauprozesse haben 

kann [21]. 

 

1.2. Neuroinflammation nach ischämischem Schlaganfall 

Durch eine ischämische Schädigung aufgrund eines Gefäßverschlusses wird eine ganze 

Kaskade von zellulären und molekularen Mechanismen in Gang gesetzt. Häufig kommt 

es nach einer anfänglichen Ischämie zu einer Reperfusion des infarzierten Gewebes. 

Neuronale Zellen reagieren hierbei wesentlich empfindlicher auf eine Hypoxie als 

Gliazellen [22, 23]. Die häufigste Ursache für einen Hirninfarkt stellt der Verschluss der 

A. cerebri media dar. Hier kommt es zur Entstehung eines Hirninfarktkernes mit Zelltod 

sowie zu einer umgebenden Penumbra, in der durch Kollateralen noch eine geringe 

Perfusion stattfindet, sodass es hier nicht zum unmittelbaren Zelltod kommt [22, 24]. 

Eine Reihe von Forschungsergebnissen hat gezeigt, dass das Immunsystem in allen 

Stadien des Hirninfarktes mitbeteiligt ist [22]. Über das autonome Nervensystem 

werden auch lymphatische Organe in ihrer Funktion supprimiert, was die Entstehung 

von Infekten nach Schlaganfall begünstigt [25]. Darüber hinaus bestehen bei 

Schlaganfallpatienten gehäuft eine Lymphopenie und eine verminderte Menge an T-

Zellen [26]. Im Mausmodell der transienten Fadenokklusion, in dem mittels 

vorübergehendem Verschluss der A. cerebri media ein Schlaganfall induziert wird 

(transient middle cerebral artery occlusion, tMCAO), fand man in bisherigen Studien im 

Blut sowie in der Milz eine geringere Anzahl an B-Zellen, T-Zellen und natürlichen 

Killerzellen [27, 28]. 
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Eine Immunpathogenese wurde auch in anderen Organischämien beschrieben. So wird 

bei Ischämien am Ort des Geschehens häufig das Immunsystem aktiviert, auch wenn 

keinerlei Infektionserreger beteiligt sind (sterile Inflammation) [29]. Vergleicht man die 

durch Ischämie mit der durch Infektionserreger ausgelösten Immunantwort, gibt es 

viele Parallelen [30]. So kommt es, wie bei Erregern, auch zur Aktivierung von Toll-like 

Rezeptoren (TLR), zur Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen der natürlichen 

und adaptiven Immunantwort und zur Aktivierung des Komplementsystems [29]. Ein 

therapeutisches Konzept für diese Art der Immunantwort zu entwickeln gestaltet sich 

indes schwierig, da durch das Immunsystem sowohl günstige als auch schädigende 

Effekte verursacht werden können [29]. 

Direkt nach dem zugrundeliegenden Gefäßverschluss kommt es zur Hypoxie und zur 

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, die unter anderem auch die Koagulation 

anstoßen, was letztlich auch zur Aktivierung des Komplementsystems, von 

Thrombozyten und von Endothelzellen führt [22, 31-33]. Es kommt zur primären und 

sekundären Hämostase, was im Verschluss kleiner Gefäße resultiert [22, 34, 35]. 

Letztlich werden dadurch Mastzellen und Makrophagen aktiviert, welche Histamine, 

Proteasen und Tumornekrosefaktor sezernieren. So werden wiederum mehr 

Makrophagen aktiviert, welche selbst proinflammatorische Zytokine bilden [22, 36, 

37]. Die gegenseitige Beeinflussung des Immunsystems und der Thrombusbildung wird 

auch „Thromboinflammation“ genannt und ist in der eigenen Arbeitsgruppe intensiver 

Forschungsgegenstand [38]. 

Durch die Zerstörung der Bluthirnschranke durch reaktive Sauerstoffspezies sowie 

Mastzelldegranulation und Zytokine, kommt es zu einer Rekrutierung von weiteren 

lymphatischen Zellen aus dem Blut [37]. Zu den stärksten Aktivatoren des natürlichen 

Immunsystems gehören die gefahren-assoziierten molekularen Strukturen (danger-

associated molecular patterns, DAMPs). Zu diesen gehören Adenosintriphosphat (ATP), 

Nikotinamid Adenin-Dinukleotid (NAD), heat shock protein (HSP) und high-mobility 

group box 1 Protein (HMGB1), die von geschädigtem Hirngewebe sezerniert werden 

[39]. Diese DAMPs aktivieren TLR und scavenger Rezeptoren, welche auf Mikroglia, 

Makrophagen und Endothelzellen exprimiert werden [40]. 
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Mikroglia reagieren auf die Änderung der Umwelt innerhalb von wenigen Stunden 

nach Beginn der Ischämie. So ändern sie ihre Morphologie und erhöhen ihre Zell-Zell-

Kontakte mit Neuronen [41]. Die Aktivierung von Mikroglia führt zur Produktion von 

Interleukin-1β (IL-1β) und Tumornekrosefaktor (TNF), was die Inflammation noch 

weiter verstärkt und wiederum Endothelzellen und Astrozyten aktiviert [28]. Die 

DAMPS und Zytokine gelangen durch die gestörte Blut-Hirn-Schranke in den 

systemischen Kreislauf und schließlich auch in die Lymphe [28]. Sobald sich DAMPs und 

Zytokine im Kreislauf befinden, kommt es in den primären und sekundären 

lymphatischen Organen zu einer systemischen Immunantwort [28]. So konnten in 

experimentellen Ansätzen erhöhte Serumlevel von Zytokinen (IL-6, Interferon-γ, 

Chemokin Ligand 1) nachgewiesen werden. Zudem wird die Produktion von weiteren 

Interleukinen (TNF, IL-6, IL-2) in der Milz schon wenige Stunden nach dem Schlaganfall 

angeregt [42, 43]. Auch bei Patienten konnten nach Schlaganfall erhöhte 

Serumkonzentrationen von TNF und IL-6 beobachtet werden [44]. Erhöhte IL-6 Werte 

im Serum korrelieren bei Patienten mit schwerwiegenderen Infarkten und einem 

schlechteren Outcome [45]. 

 

1.3. Angeborene Immunantwort beim ischämischen Schlaganfall 

Zu den Zellen der angeborenen Immunantwort, welche eine Rolle im ischämischen 

Schlaganfall spielen, gehören Mikroglia, Makrophagen, Neutrophile Granulozyten, T-

Zellen, natürliche Killerzellen, natürliche Killer T-Zellen und auch dendritische Zellen 

[28, 39]. Mikroglia, welche die residenten Makrophagen des Gehirns darstellen, 

werden schon innerhalb weniger Minuten nach dem Schlaganfall aktiviert und 

produzieren proinflammatorische Zytokine, wie IL-1β, IL-6 und TNF-α, welche zu einer 

Zunahme des Zellschadens nach Schlaganfall führen können [46-48]. Makrophagen 

entwickeln sich aus Monozyten, welche die zerstörte Blut-Hirn-Schranke passieren 

[28]. Die Frage, ob Mikroglia und Makrophagen eine positive oder negative Rolle im 

ischämischen Schlaganfall spielen, ist noch nicht gänzlich beantwortet. Teilweise bilden 

diese Zellarten toxische Produkte (reaktive Sauerstoffspezies, Arachidonsäurederivate) 

und proinflammatorische Zytokine [49]. Diese Zellen der unspezifischen 
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Immunantwort können aber auch Bestandteile apoptotischer Zellen phagozytieren und 

Neutrophine sowie Transforming growth factor-1 (TGF) produzieren, welche einen 

positiven Einfluss auf Gewebereparatur haben [22]. 

Neutrophile Granulozyten sind unter den ersten Zellen, die das Hirngewebe nach 

Schlaganfall infiltrieren. Das Maximum erreichen sie etwa 1-3 Tage nach dem Infarkt 

[50]. Auch neutrophile Granulozyten können phagozytieren und tragen verschiedenen 

Granula und Vesikel, darunter NADPH Oxidase, Myeloperoxidase, Matrix-Metalle-

Proteinasen und Elastase [51]. Durch eine Degranulation dieser kommt es zur weiteren 

Destabilisierung der Blut-Hirn-Schranke [52, 53]. Drei Tage nach Hirninfarkt stellen 

neutrophile Granulozyten den Großteil der Leukozyten in der infarzierten Hemisphäre 

dar [54]. 

Bezüglich natürlicher Killerzellen (NK-Zellen) und natürlicher Killer T-Zellen (NKT-Zellen) 

konnte beobachtet werden, dass nach Schlaganfallinduktion in Mäusen die Anzahl der 

NKT-Zellen zunahm, während die Anzahl der NK-Zellen gleich blieb [54]. Natürliche 

Killerzellen besitzen keinen T-Zell-Rezeptor und benötigen somit keine 

Antigenpräsentation zur Aktivierung. Sie nutzen lediglich inhibierende Rezeptoren, um 

eigene von fremden Antigenen zu unterscheiden [55]. NKT-Zellen besitzen dahingegen 

einen vereinfachten T-Zell-Rezeptor, der Glycolipide erkennen kann [56]. 

NK Zellen scheinen nach einem Hirninfarkt auf ischämische Zellen direkt zytolytisch zu 

wirken [57]. Die Rolle von NKT-Zellen beim ischämischen Schlaganfall ist noch nicht 

gänzlich geklärt. Manche Studien deuten darauf hin, dass NKT über die Ausschüttung 

von Interferon-γ (IFN-γ) und TNF-α zu einer Infarktverschlechterung mit größeren 

Volumina führen können [58]. Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien keinen 

großen Einfluss durch NKT-Zellen in der frühen Phase nach experimentell induziertem 

Schlaganfall [59]. 

 

1.4. Adaptive Immunantwort nach Schlaganfall 

Weiterhin können durch den Gewebeschaden beim Schlaganfall auch Zellen der 

adaptiven Immunantwort aktiviert werden. Zum einen entstehen durch den 

Gewebeschaden DAMPs, die zu einer Aktivierung des Immunsystems führen. Zum 
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anderen werden Antigene des zentralen Nervensystems freigesetzt, welche zuvor 

aufgrund der Blut-Hirn-Schranke für das adaptive Immunsystem nicht zugänglich 

waren [22, 60]. Über Antigen-präsentierende Zellen kann eine spezifische zelluläre und 

humorale Immunantwort induziert werden, was auch zu autoimmunen Reaktionen 

führen kann und bereits für andere Organsysteme wie im Herzen (Dressler Syndrom) 

oder im Pankreas (Diabetes) beschrieben wurde [22, 61, 62]. 

Bei einigen Patienten konnte nach Schlaganfall ein erhöhtes Vorkommen von T-Zellen 

nachgewiesen werden, die gegen Antigene des zentralen Nervensystems (ZNS) 

gerichtet sind [63]. Darüber hinaus konnte die Anwesenheit von neuronalen und 

Myelin Antigenen in zervikalen Lymphknoten und in den Tonsillen nachgewiesen 

werden [64]. Die Antigene konnten an Makrophagen identifiziert werden, welche sich 

in der Nähe der T-Zellen befanden [64]. Gab es mehr gegen neuronale Antigene 

gerichtete Antikörper, war das Outcome der Patienten besser und die Infarktgröße 

geringer [64]. Fanden sich jedoch vermehrt Antikörper gegen Myelin-Strukturen, so 

spricht dies für eine Induktion des adaptiven Immunsystems nach Exposition von ZNS 

Antigenen und eine nachfolgende autoimmune Reaktion. 

Essenziell für die adaptive Immunantwort sind T-Lymphozyten. Diese fanden sich nach 

Schlaganfall erst zu einem späteren Zeitpunkt im Gehirn als die Zellen der 

angeborenen Immunantwort und waren ab Tag 3 nachweisbar [54]. 

Bezüglich der Subtypen von T-Zellen nach Schlaganfall scheinen die wichtigsten mit 

CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie regulatorischen T-Zellen (Treg) und γδ T-Zellen im 

Hirngewebe vertreten zu sein [22]. 

In unterschiedlichen Studien konnte gezeigt werden, dass die Depletion von CD8+ und 

CD4+ T-Zellen das Schlaganfallvolumen nach experimentellem Schlaganfall reduzieren 

konnte [65, 66]. 

γδ T-Zellen scheinen nicht notwendigerweise eine spezifische Antigenstimulation zu 

benötigen, um aktiviert zu werden [67, 68]. Die Aktivierung und nachfolgende 

Differenzierung zu Th17-Zellen wird unter anderem durch IL-1β oder IL-23 angestoßen, 

welche durch infiltrierende Makrophagen produziert werden [67, 68]. Schon in 

Zusammenhang mit experimenteller autoimmuner Enzephalitis konnte gezeigt 
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werden, dass Th17-Zellen in autoimmun vermittelter Schädigung von Hirngewebe eine 

Rolle spielen [67, 68]. Nach Infiltration des Hirngewebes produzieren γδ T-Zellen das 

proinflammatorische Zytokin IL-17 [69]. 

Hinsichtlich der Rolle von T-Zellen sind vor allem regulatorische T-Zellen (Tregs) von 

Interesse [70]. Aufgrund ihrer immunregulatorischen Funktion ging man zunächst eher 

von einem neuroprotektiven Effekt aus [70]. Tregs werden über die Expression des 

Transkriptionsfaktors forkhead box Protein P3 (FOXP3) charakterisiert und regulieren 

die Homöostase des Immunsystems [70]. Die Regulation erfolgt unter anderem durch 

immunsuppressive Zytokine, über Zellkontakte vermittelte Suppression oder über die 

Beeinträchtigung von Antigen-präsentierenden Zellen [70]. 

So wurden in Studien regulatorische T-Zellen mittels eines CD-25 spezifischen 

Antikörpers depletiert. Dies führt im Mausmodell zu einer Verschlechterung des 

Outcomes an Tag 7 nach Schlaganfallinduktion [71]. Eine zusätzliche Applikation von 

Tregs nach MCAO führte zu einer Verringerung des Schlaganfallvolumens und zu einer 

Verbesserung des neurologischen Status. Eine Neuroprotektion wurde durch IL-10 

nachgewiesen. Zudem kam es zu einer geringeren Affektion der Blut-Hirn-Schranke, 

beispielsweise durch Inhibition der Matrix-Metalloprotease (MMP)-9 Produktion durch 

neutrophile Granulozyten [72-74]. 

In anderen Studien konnten dahingegen gegenteilige Ergebnisse erhoben werden: So 

zeigte sich im Mausmodell nach Depletion von Tregs und tMCAO eine Verringerung 

des Schlaganfallvolumens und ein verbessertes neurologisches Ergebnis [75]. In diesen 

Mechanismus ist wahrscheinlich eine Interaktion von Thrombozyten mit dem Endothel 

über den LFA-1/ICAM (leucocyte function associated molecule/ Intercellular Adhesion 

Molecule) pathway involviert [75]. Nach Depletion der Tregs wurden weniger 

Thromben in den kleinen Blutgefäßen gebildet und die Reperfusion nach tMCAO 

verbesserte sich [75]. Diese Mechanismen scheinen jedoch Antigen-unabhängig 

abzulaufen. Es nahmen auch mikrovaskuläre Thromben nach Applikation von Tregs 

deutlich zu, weshalb von einer thrombo-inflammatorischen Vergrößerung des 

experimentellen Schlaganfalls durch Interaktion mit Thrombozyten und Endothelzellen 

auszugehen ist [76]. 
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Für die klassische antigen-induzierte Immunantwort durch T-Zellen in der chronischen 

Phase nach Schlaganfall gibt es noch keine abschließenden Ergebnisse. In mehreren 

Studien konnte nachgewiesen werden, dass Antigen-präsentierende Zellen, darunter 

auch dendritische Zellen, nach Schlaganfall in der Zirkulation in geringerer Zahl 

vorkamen und dafür vermehrt ins Gehirn einwanderten [54, 77-79]. Die Einwanderung 

von Antigen-präsentierenden Zellen steht in zeitlichem Zusammenhang mit der 

Infiltration durch Leukozyten. Darüber hinaus findet sich hier auch die Expression von 

MHC-II und dem ko-stimulatorischen Molekül CD80 [54, 77, 79]. 

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten den Zusammenhang einer Toleranzentwicklung 

gegen antigene Strukturen, welche unter gewöhnlichen Bedingungen für die Zellen der 

adaptiven Immunantwort nicht zugänglich sind. 

In einer Publikation wurde vor Schlaganfallinduktion in Ratten zunächst über nasale 

Administration von E-Selektin, welches auf aktivierten Endothelzellen exprimiert wird, 

an die Mucosa eine Toleranz gegen dieses Antigen erzeugt. Nach Toleranzinduktion 

und MCAO konnte in den Ratten ein geringeres Schlaganfallvolumen gemessen 

werden [80, 81].  

Auch in anderen Experimenten konnte ein vermindertes Infarktvolumen nach MCAO in 

Ratten gemessen werden, nachdem in diesen Toleranz gegen Myelin Antigene 

induziert worden war [82]. Eine vorherige Toleranzinduktion gegen Myelin 

Oligodendrozyten Protein (MOG) per nasaler Administration führte in C57BL/6 Mäusen 

zu einer Reduktion des Schlaganfallvolumens. IL-10, welches durch CD4+ T-Zellen 

produziert wird, scheint hierbei einen protektiven Effekt zu haben [83, 84]. Aufgrund 

der Ergebnisse dieser Studien geht man heute davon aus, dass durch die vorherige 

Applikation von hirneigenen Antigenen eine Th2- bzw. Th3- Immunantwort erreicht 

wird und es hierdurch zur Produktion anti-entzündlicher Zytokine wie transforming 

growth factor-β (TGF-β) und IL-10 kommt [85]. Eine Th1- bzw. Th17- vermittelte 

Immunantwort scheint hingegen zu einer Sensibilisierung gegen ZNS-Antigene zu 

führen, was zu einer Autoreaktivität gegen diese Antigene führen kann [85]. Es konnte 

so beispielsweise gezeigt werden, dass nach adaptivem Transfer von Th1- und Th17-

Zellen, die zuvor gegen hirneigene Antigene sensibilisiert worden waren, eine 
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Verschlechterung des neurologischen Outcomes in MCAO Empfängertieren erzielt 

werden konnte [86]. Nach adaptivem Transfer von zuvor MOG-sensibilisierten 

Splenozyten führten diese in Empfängermäusen ebenfalls zu größeren Schlaganfällen 

nach MCAO [87]. 

Es gibt jedoch auch Ergebnisse, die gegen eine relevante Beteiligung des adaptiven 

Immunsystems am Schlaganfall Outcome sprechen [22]. So fand sich in lymphozyten-

defizienten Mäusen ein protektiver Effekt bereits 24-48 Stunden nach 

Schlaganfallinduktion, während eine adaptive Immunantwort eigentlich 7 bis 10 Tage 

benötigt, um reaktive T-Zellen zu induzieren und eine klonale Expansion zu 

ermöglichen [22]. Darüber hinaus führt die Rekonstitution von Lymphozyten-

defizienten Mäusen mit T-Zellen, welche nicht ZNS-spezifisch sind, zu einer 

Aggravation des Hirninfarktes [22]. Auch Mäuse, die aufgrund des Fehlens von ko-

stimulatorischen Molekülen keine antigen-spezifische T-Zell-vermittelte 

Immunantwort initiieren können, zeigen keine Verbesserung des Outcomes nach 

Schlaganfallinduktion [59]. 

Insgesamt konnte die Frage, inwieweit die adaptive Immunantwort das Ergebnis nach 

Schlaganfall beeinflusst, bisher nicht abschließend beantwortet werden.  

 

1.5. Dendritische Zellen: Vermittler zwischen natürlicher und adaptiver 

Immunantwort 

Dendritische Zellen (DCs) gelten seit ihrer Entdeckung und Definition als das Bindeglied 

zwischen adaptiver und natürlicher Immunantwort [88, 89]. So entdeckten Steinman 

und Cohn die dendritischen Zellen in den späten 70er Jahren des vorherigen 

Jahrhunderts [88, 89].  

DCs sind bewegliche Zellen der natürlichen Immunabwehr und exprimieren MHC-II 

(major histocompatibility complex) Moleküle und das Integrin CD11c [90, 91]. Sie 

besitzen als unreife Zellen die Fähigkeit aus nicht-lymphatischen in lymphatische 

Organe zu migrieren und können dort angekommen nach Reifung T-Zellen stimulieren, 

indem sie Antigene über das MHC-II Molekül präsentieren [92-94]. Neben CD11c und 

MHC-II werden auch die ko-stimulatorischen Moleküle CD80, CD86 und CD40 
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exprimiert [95, 96]. Die Expression kann nach Aktivierung noch weiter gesteigert 

werden [95, 96]. In Zusammenhang mit Gefahrensignalen können dendritische Zellen 

somit zur Aktivierung von Effektor T-Zellen führen [95, 96]. DCs stellen somit die 

Wächter des Immunsystems dar, die das Gewebe überwachen und dem adaptiven 

Immunsystem periphere Antigene präsentieren [97]. 

DCs sind jedoch nicht nur an der Aktivierung einer Immunantwort beteiligt. So gibt es 

auch im Thymus DCs, welche über Apoptose potenziell autoreaktive T-Zellen 

aussortieren [98]. Allerdings können über diese sogenannte zentrale Toleranzinduktion 

nicht alle autoreaktiven T-Zell-Rezeptoren aussortiert werden [97]. Für die 

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz werden unterschiedliche Mechanismen 

diskutiert, darunter beispielsweise, ob es regulatorische DCs gibt, welche auf die 

Induktion einer peripheren Toleranz spezialisiert sind [99, 100]. Auf der anderen Seite 

gibt es die These, dass alle dendritischen Zellen Toleranz oder Immunität induzieren 

können und die Entscheidung darüber von der Reife und dem Aktivierungszustand der 

dendritischen Zellen abhängt [101, 102]. Es besteht auch die These, dass unreife DCs 

eher eine Toleranz induzieren, während reife DCs zu einer Immunität führen [101, 

102]. Die unreifen dendritischen Zellen induzieren die periphere Toleranz 

wahrscheinlich über die Abtötung von T-Zellen, über Induktion von Anergie oder über 

die Generation von Tregs [103]. Eine andere Theorie besagt, dass auch Toleranz 

induzierende dendritische Zellen bereits reif sind, aber noch nicht vollständig aktiviert 

wurden [104, 105]. Aktivierte DCs vermitteln wahrscheinlich mehr oder stärkere 

Signale an T-Zellen. So könnten quieszente DCs, welche körpereigene Antigene 

präsentieren, eine periphere Toleranz aufrecht erhalten [95]. Es scheint, dass DCs auch 

die Differenzierung von T-Zellen beeinflussen können, beispielsweise auch die 

Differenzierung zwischen Th1- und Th2-Zellen steuern [95]. 

Es wurden bisher unterschiedliche Unterarten dendritischer Zellen beschrieben.  

Auch die Langerhans Zellen der Epidermis, welche schon im Jahre 1868 beschrieben 

wurden, konnten später den dendritischen Zellen zugeordnet werden [106]. 

Langerhans Zellen exprimieren weniger MHC-II als andere DCs, CD11c und das C-Typ 
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Lektin Langerin (CD207). Im Gegensatz zu anderen DCs ist ihre Entwicklung nicht 

abhängig von der Flt3 (fms-like Tyrosinkinase 3, siehe unten) und Flt3L [107, 108]. 

Eine spezielle Unterart der DCs stellen plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) dar. 

Diese wurden so benannt, da sie morphologisch Plasmazellen ähneln [109]. Sie finden 

sich vornehmlich in Blut und lymphatischem Gewebe und gelangen über den 

Blutkreislauf in die Lymphknoten [109]. Sie exprimieren MHC-II und CD11c im nicht 

aktivierten Zustand in geringerem Maße [109]. Im nicht-aktivierten Zustand sind pDCs 

nicht gut in der Lage Antigene zu präsentieren. Nach Aktivierung produzieren sie große 

Mengen an Typ I Interferon. Nach Stimulation können sie Antigene deutlich besser 

präsentieren und somit T-Zellen aktivieren [110]. Darüber hinaus können sie 

CD4+CD25+FOXP3+ regulatorische T-Zellen induzieren [111]. 

Als konventionelle dendritische Zellen (cDC) werden alle DCs bezeichnet, welche nicht 

den plasmazytoiden DCs zugeordnet werden [109]. Sie finden sich sowohl im 

lymphatischen, als auch nicht-lymphatischen Gewebe [109]. Sie können verletztes 

Gewebe aufspüren, freie Antigene und zell-assoziierte Antigene phagozytieren, 

prozessieren und schließlich an T-Lymphozyten präsentieren [109]. Sie exprimieren 

neben den DC-definierenden Markern CD45, MHC-II und CD11c auch die fms-like 

Tyrosinkinase 3 (Flt3, welche auch unter dem Namen CD135 oder Flk2 bekannt ist) 

[109]. CD11c wird hingegen auch auf zahlreichen Populationen von Makrophagen 

exprimiert, beispielsweise in pulmonalen oder intestinalen Makrophagen [109].  

Unter den konventionellen dendritischen Zellen sind CD8α+ DCs wichtig, um die 

Immunantwort gegen intrazelluläre Erreger einzuleiten, während CD11b+ DCs eher für 

die Bekämpfung extrazellulärer Erreger zuständig sind [111]. 

Im nicht-lymphatischen Gewebe bestehen cDCs aus CD103+ und CD11b+ Zellen. CD103+ 

DCs entsprechen den CD8+ Zellen des lymphatischen Gewebes [109, 112, 113]. Die 

CD11b+ DCs bestehen aus einer Mischung von cDCs und Makrophagen und 

exprimieren kein CD103+ [109]. cDCs aus nicht-lymphatischen Gewebe wandern 

beladen mit Antigenen kontinuierlich zu den drainierenden Lymphknoten [114]. Dieser 

Prozess wird durch CCR7 (chemokine receptor type 7) kontrolliert [115]. 
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Es gibt weiterhin cDCs, welche sich im lymphatischen Gewebe entwickeln. In 

Lymphknoten finden sich auch dendritische Zellen, welche nicht aus lymphatischem 

Gewebe stammen und dorthin gewandert sind, um Antigene zu präsentieren. In der 

Milz hingegen befinden sich ausschließlich dendritische Zellen, welche dauerhaft dort 

verbleiben. Einwandernde dendritische Zellen gibt es hier nicht [109]. 

cDCs, die dauerhaft im lymphatischen Gewebe bleiben, bestehen aus CD8+ und CD11b+ 

cDCs. CD8+ cDCs exprimieren CD8α, aber nicht CD8αβ, welches vorwiegend auf T-

Zellen zu finden ist [109, 116]. CD8+ cDCs exprimieren hohe Mengen an Flt3 und 

proliferieren nach Aktivierung durch Flt3L. CD11b+ cDCs tragen keinen CD8 Rezeptor, 

proliferieren jedoch auch nach Aktivierung durch Flt3L [111, 117]. CD8α+ cDCs der 

lymphatischen Organe entsprechen den CD103+ cDCs in nicht-lymphatischen Organen, 

welche von den Faktoren IRF8, Id2 und Batf3 abhängig sind [94, 118-122]. CD8+ und 

CD103+ DCs sind in ihren Funktionen vergleichbar. So sind beide im Vergleich zu 

CD11b+ cDCs besser in der Lage, mikrobielle und zell-assoziierte Antigene an CD8+ T-

Zellen zu präsentieren [109]. Die Präsentation von exogen erworbenen Antigenen 

durch antigen-präsentierende Zellen erfolgt über die sogenannte cross-presentation, 

da sonst regelhaft nur endogene Antigene über MHC-I präsentiert werden [123].  

CD8+ T-Zellen benötigen für ihre Differenzierung IL-12 und IL-15, welche durch CD8+ 

und CD103+ cDCs produziert werden [124-126]. Im Thymus sind CD8+ und CD11b+ cDCs 

für die Induktion einer zentralen Toleranz zuständig, indem sie Thymozyten negativ 

selektieren und die Entwicklung von Tregs induzieren [127, 128]. In der Peripherie sind 

es CD8+ und CD103+ cDCs, welche eine Toleranz induzieren und die Differenzierung 

von Tregs vorantreiben [109]. CD11b+ cDCs können Pathogene auffinden und wandern 

aus nicht-lymphatischen in lymphatisches Gewebe, wie etwa regionale Lymphknoten 

[109]. Dabei sind CD11b+ cDCs von lt3L, Notch2, IRF2, IRF4, RelB, LTβ and GM-CSF 

abhängig [94, 111, 129]. Es gibt Hinweise darauf, dass auch CD11b+ cDCs Antigene an 

CD8+ T-Zellen präsentieren können [130, 131].  

Ob dies über cross-presentation oder über eine direkte Präsentation von viralen 

Antigenen erfolgt, bleibt noch ungeklärt. CD11b+ cDCs scheinen jedoch insbesondere 

über MHC-II zu präsentieren [109]. So exprimieren CD11b+ cDCs der Milz mehr Gene, 
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die für die Produktion von MHC-II notwendig sind, und können auch CD4+ T-Zellen 

effektiver aktivieren als CD8+ cDCs in der Milz [109]. 

Alle dendritischen Zellen entwickeln sich aus einer gemeinsamen pluripotenten 

Stammzelle des Knochenmarks, den macrophage und DC precusors (MDP), aus 

welchen sich dendritische Zellen aber auch Monozyten und somit auch Makrophagen 

entwickeln [117, 132, 133]. 

MDPs differenzieren sich schließlich in common DC precursors, welche pDCs und cDCs 

bilden [134, 135]. pDCs bleiben bis zur vollständigen Differenzierung im Knochenmark, 

während die pre-DCs das Knochenmark verlassen und über das Blut ins lymphatische 

und nicht-lymphatische Gewebe gelangen, wo sie sich schließlich zu cDCs 

differenzieren, welche CD8+/CD103+ oder CD11b+ Subklassen bilden [136-138]. 

 

1.6. Dendritische Zellen nach ischämischem Schlaganfall  

Die Rolle dendritischer Zellen beim ischämischen Schlaganfall konnte vor Beginn der 

experimentellen Arbeiten dieser Studie noch nicht abschließend geklärt werden. So 

gab es jedoch bisher Hinweise darauf, dass es insbesondere im Mausmodell nach 

Schlaganfallinduktion durch tMCAO zu einer Infiltration mit DCs kommt [54, 77]. 

Felger et al. konnten zeigen, dass dauerhaft im Hirngewebe vorkommende DCs 

(residente brainDCs, bDCs) 24 Stunden nach MCAO proliferierten und nach 72 Stunden 

ihr Maximum erreichen [77]. Residente bDCs fanden sich dabei in der Peripherie der 

Infarktregion, während aus dem Blut immigrierte DCs erst nach 72 Stunden in den 

Infarktkern gelangten. Diese Ergebnisse konnten sowohl histologisch als auch 

durchflusszytometrisch bestätigt werden [77]. Dabei scheinen die DCs sowohl CD11b 

als auch MHC-II und die ko-stimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 vermehrt zu 

exprimieren [77]. Immigrierende T-Zellen befinden sich dabei auch vornehmlich an der 

Grenze des infarzierten Gewebes in Nachbarschaft der bDCs [77]. Eine mögliche 

Erklärung ist, dass es hierbei zur Generation von regulatorischen T-Zellen kommt. 

Dabei soll es zur Verhinderung von autoimmun reaktiven Prozessen gegen hirneigene 

Antigene kommen [27, 71, 77]. Zudem kommt es wahrscheinlich zu einer Ausschüttung 

lokal protektiv wirksamer Zytokine wie IL-4, IL-10 und TGF-β [71, 73, 83]. Bei Felger et 
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al. kam es zu einer stärkeren Erhöhung von CD80 im Vergleich zu CD86. Insgesamt 

spricht dies dafür, dass T-Zellen an der Infarktgrenze sich tendenziell eher zu 

regulatorischen T-Zellen differenzieren [77]. 

Auch Gelderblom et al. untersuchten das Einwanderungsverhalten verschiedener 

Immunzellen nach Schlaganfallinduktion. Dabei nahm die Anzahl dendritischer Zellen 

im Gehirn von Mäusen nach einstündiger tMCAO zu [54]. An Tag 3 kam es zu einer 

Verzwanzigfachung der Anzahl dendritischer Zellen im Vergleich zu Sham operierten 

Tieren [54]. An Tag 7 fand sich hier immer noch die zwölffache Menge an DCs [54]. 

Möglicherweise steht dies auch im Zusammenhang mit der nachfolgenden 

Einwanderung von Neutrophilen Granulozyten [54]. Hier konnte auch die Produktion 

von IL-1, IL-6 sowie TNF-α nachgewiesen werden [54, 139]. Im Gegensatz zu Felger et 

al. konnten Gelderblom et al. zwar eine Hochregulation von MHC-II, jedoch nur eine 

geringfügige Erhöhung der CD80 Expression sehen. Letztlich wird dies jedoch auch so 

interpretiert, dass es durch eine alleinige Präsentation von Antigenen auf MHC-II ohne 

ausreichende kostimulatorische Faktoren zu einer Anergie und/oder Produktion von 

regulatorischen T-Zellen kommt [54, 140]. 

Inwiefern die adaptive Immunantwort sich auf das langfristige Outcome nach 

Schlaganfällen auswirkt, konnte bisher noch nicht abschließend geklärt werden. So 

führen die nachfolgende Lymphopenie und Immunsuppression nach Schlaganfall 

wahrscheinlich auch zur Verhinderung von autoimmunen Reaktionen gegen hirneigene 

Antigene [22, 25, 141]. Es ist jedoch auch möglich, dass es im Menschen dennoch zu 

einer Sensibilisierung des adaptiven Immunsystems gegen hirneigene Antigene 

kommt. Hierfür würde sprechen, dass etwa 30% der Schlaganfall Überlebenden im 

Verlauf an einer Demenz leiden [22, 142]. Ob hier notwendigerweise immunologische 

Zellen eine Rolle spielen, bleibt Forschungsgegenstand. Jedoch konnten in 

pathologischen Untersuchungen noch viele Jahre nach Schlaganfällen 

inflammatorische Zellen im Hirngewebe nachgewiesen werden. Darunter fanden sich 

mononukleäre Zellen, Makrophagen, aber auch T-Zellen und DCs [22, 79, 143]. Die 

Rolle dendritischer Zellen im ischämischen Schlaganfall blieb daher bis dato nicht 
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gänzlich geklärt. Ziel dieser Studie war es, über die gezielte Depletion von CD11c+ 

dendritischer Zellen deren Rolle im ischämischen Schlaganfall zu erforschen.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Mausmodell und Tierversuchsvotum 

Um gezielt CD11c+ Dendritische Zellen depletieren zu können, wählten wir das 

Mausmodell C.FVB-Tg(Itgax-DTR/EGFP)57Lan/J, welches bei The Jackson Laboratory 

(Stock Nr. 004512, Bar Harbor, ME USA) bezogen und anschließend im Tierstall der 

Neurologischen Klinik des Universitätsklinikums Würzburg gezüchtet wurde. Die 

Tierzucht und Genotypisierung erfolgte nach Herstellerinformationen durch die 

technischen Assistenten und Tierpfleger der neurologischen Klinik. Die Etablierung der 

Genotypisierung mittels PCR (polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion) 

wurde durch die Promovendin durchgeführt.  

Zur hauseigenen Zucht wurden jeweils das Transgen tragende, männliche Tiere mit 

weiblichen BALB/c Kontrolltieren verpaart. Aus der Kreuzung hervorgehende Mäuse 

wurden als transgene Tiere für die Experimente verwendet (in der weiteren Arbeit 

abgekürzt als CD11c-DTR). Als Kontrolltiere dienten nicht transgen tragende BALB/c-

Mäuse aus derselben Zucht (in der weiteren Arbeit als wt-Kontrolle bezeichnet). Die 

Tierversuche wurden genehmigt durch die Regierung von Unterfranken unter dem 

Aktenzeichen 55.2-2531.01-34/13 nach §8 Abs. 1 TierSchG. Die Tierhaltung erfolgte 

unter sterilen Bedingungen, einem physiologischen hell-dunkel Zyklus und 

unbegrenztem Wasser- und Nahrungsangebot [1].  

Erstmals wurde die Mauslinie durch Jung et al. gezüchtet [144]. Hierfür machten diese 

sich zu Nutze, dass murine Zellen im Gegensatz zu humanen Zellen nicht so 

empfindlich auf Diphterietoxin (DTX) reagieren [145]. Diphterietoxin wird über 

Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen, was über eine Interaktion der DTX-B 

Untereinheit mit dem zellulären DTX-Rezeptor passiert, dem heparin binding EGF-like 

growth factor (hbEGF) [144]. Nach der Endozytose wird die DTX-A Untereinheit 

freigesetzt, welche schließlich über den Elongationsfaktor 2 die Proteinbiosynthese 

hemmt [144]. In murinen Zellen besteht hingegen nur eine geringe Affinität zum 

hbEGF [146]. Jung et al. schufen Mäuse, welche einen Primaten-DTX-Rezeptor unter 

der Kontrolle des CD11c Promotors (Itgax) exprimieren [144]. Somit soll der Primaten 

DTX-Rezeptor in dieser Mauslinie ausschließlich in CD11c+ Zellen exprimiert werden, 
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was zu einer selektiven Endozytose von DTX und schließlich zum konsekutiven 

Untergang dieser Zellen führt. Des Weiteren exprimiert die Mauslinie unter dem Itgax-

Promotor enhancend green fluorescent protein (EGFP), welches zur 

durchflusszytometrischen Charakterisierung der Zellen verwendet werden kann [144].  

 

2.2. Depletion dendritischer Zellen  

Um die CD11c+ Zellen zu depletieren wurde den Mäusen DTX (Calbiochem,Cat. No. 

322326) intraperitoneal appliziert. Für die Depletion der dendritischen Zellen wurden 

in unseren Experimenten drei verschiedene Depletionsstrategien verfolgt (Abbildung 1, 

[1]). 

In der ersten Versuchsanordnung erhielten die Tiere einen Tag vor der Induktion eines 

ischämischen Schlaganfalls mittels tMCAO für 60 Minuten eine Dosis von 100 ng/g 

Körpergewicht (KG) DTX in steril filtriertem PBS (phosphate buffered saline, 806544, 

Sigma-Aldrich) zur restlosen Depletion der dendritischen Zellen. Die Analyse der 

Hirninfarktvolumina erfolgte 24 Stunden nach der Schlaganfallinduktion. In der 

Abbildung 1: Versuchsaufbau der drei verschiedenen Depletionsstrategien 

(nach Kraft et al. [1]) Bei der Applikation von höheren DTX-Dosen kam es zu einer stärkeren Depletion 

CD11c positiver Zellen. Einen Tag nach der Applikation erfolgte eine 60-minütige tMCAO. Die 

Auswertung erfolgte 24 Stunden post-OP. 

Nach geringerer Depletion erhielten die Mäuse eine 30-minütige tMCAO am gleichen Tag und wurden 

an Tag 1 oder Tag 3 analysiert. Für die Analyse an Tag 3 waren tägliche Administrationen von DTX 

notwendig, um die Depletion aufrecht zu erhalten. 
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zweiten und dritten Versuchsanordnung erhielten die Tiere 5 ng/g KG DTX in PBS, 

wodurch eine geringgradigere Depletion dendritischer Zellen erreicht werden konnte. 

Die Schlaganfallinduktion erfolgte am gleichen Tag mittels einer 30-minütigen tMCAO. 

In der zweiten Versuchsanordnung erfolgte die Analyse am Folgetag. Im dritten 

Versuchsaufbau wurde den Tieren erneut DTX an Tag 1 und 2 nach tMCAO injiziert, um 

eine Depletion der dendritischen Zellen während des gesamten Experiments zu 

gewährleisten. Die Analyse der Infarktvolumina erfolgte drei Tage nach der 

Schlaganfallinduktion. Die Injektion des Diphterietoxins und die Organisation der 

Versuchsanordnungen wurden von der Promovendin durchgeführt. 

 

2.3. Schlaganfallinduktion mittels tMCAO 

Die transient middle cerebral artery occlusion (vorübergehender Verschluss der A. 

cerebri media) wurde durchgeführt wie bereits in bisherigen Publikationen 

vorbeschrieben [1, 59, 147]. Für die Schlaganfallinduktion wurden Mäuse im Alter von 

8-12 Wochen verwendet, die je nach Alter und Geschlecht gleichmäßig auf Test- und 

Kontrollgruppe verteilt wurden. Die Mäuse wurden zunächst mit 5% Isofluran (Abbott) 

in einer Mischung aus 70% N2O/30% O2 in eine Vornarkose versetzt und anschließend 

in Anästhesie mit 1,8% Isofluran operiert. Die rechte Halsseite der Mäuse wurde 

zunächst präpariert und anschließend erfolgte eine Ligatur der proximalen A. carotis 

communis sowie der A.carotis externa. In die rechte A. carotis interna wurde ein 6.0 

Nylon Monofilament (6021910PK10; Doccol Corp) vorgeschoben, um die A. cerebri 

media zu verschließen. Das Verschlussfilament wurde je nach festgelegter tMCAO 

Dauer (30 min oder 60 min) wieder gezogen, wodurch das Infarktgebiet wieder 

reperfundiert wurde und die Hautinzision mittels Naht wiederverschlossen wurde. Als 

Kontrollen dienten sham behandelte Tiere. Hierbei wurden die Tiere einer Behandlung 

mit Narkotika sowie einem operativen Schnitt am Hals zugeführt, jedoch wurde kein 

Verschlussfilament in der A. cerebri media appliziert, sodass bei diesen Tieren kein 

Schlaganfall induziert wurde. Die sham behandelten Tiere wurden für die Analyse der 

Interleukinexpression als Kontrollen herangezogen, da durch eine operative 

Intervention allein schon Änderungen der Interleukinexpression im Rahmen einer 
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systemischen Entzündungsreaktion denkbar wären. Da durch die sham-Operation kein 

Schlaganfall induziert wird, wurde auf ein Assessment der Schlaganfallgrößen 

verzichtet. Als weitere Kontrolle dienten Wildtyp-Tiere. Hierdurch sollten Effekte des 

Transgens auf die Schlaganfallgröße eruiert werden. 

Die operative Schlaganfallinduktion wurde durch promovierte Mitarbeiter der 

Arbeitsgemeinschaft Kleinschnitz/Stoll durchgeführt. 

 

2.4. Scoring nach Operation 

Postoperativ wurde das Ausmaß der neurologischen Ausfälle an Tag 1, 2 und 3 nach 

tMCAO mittels modifiziertem Bederson score bestimmt [59, 148]. Dabei wurde das 

motorische Verhalten der Mäuse auf einer ebenen Oberfläche beobachtet.  

Es wurden folgende Punktwerte vergeben:  

0 ohne Auffälligkeiten 

1 Flexion der linken Vorderpfote, 

2 Flexion der linken Vorderpfote und verminderter lateraler Stellreflex 

3 einseitiges Circling (im Kreis laufen) 

4 Circling und Drehen um die Körperlängsachse 

5 keine Spontanbewegung.  

 

Außerdem wurde zu denselben Zeitpunkten auch der Grip test bei den Tieren 

durchgeführt [59, 149]. Hierfür stellte man die Mäuse längs auf einen an zwei 

Außengestellen befestigten Holzstab und beobachtete, ob diese entlang des 

Holzstabes laufen konnten.  

Es ergaben sich folgende Punktwerte:  

0 Maus fällt herunter 

1 Maus hängt an ein oder zwei Vorderpfoten 

2 Maus hängt mit ein oder zwei Vorderpfoten am Stab und bemüht sich 

hinaufzuklettern 

3 Maus hängt mit einer oder zwei Vorderpfoten und einer oder zwei 

Hinterpfoten am Holzstab 
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4 Maus hängt mit beiden Vorder- und Hinterpfoten am Stab und schlingt 

Schwanz um den Stab 

5 Maus hängt mit beiden Vorder- und Hinterpfoten am Stab, schlingt den 

Schwanz um den Stab und klettert bis zum Außengestell 

Die postoperativen Scores wurden durch die Promovendin erhoben.  

 

2.5. TTC Färbung und Infarktvolumenmessung 

Vor der Bestimmung des Infarktvolumens wurden die Tiere mit CO2 getötet. Die 

Schädeldecke wurde mit chirurgischen Instrumenten eröffnet und das gesamte Gehirn 

vorsichtig herausgelöst. Das Gehirn wurde mittels einer Rodent Brain Matrix (Harvard 

Apparatus) und einer Rasierklinge in 2 mm dicke koronare Schnitte kaudal beginnend 

am Tentorium Cerebelli geteilt [59]. Die Großhirnhemisphären wurden so in eine 

hintere, mittlere und vordere Scheibe aufgetrennt. Die Gehirnschnitte wurden in PBS 

überführt und anschließend zur Färbung in 2% TTC (Triphenyltetrazolium Chlorid, 

Sigma Aldrich) für 10-20 Minuten bei 37°C inkubiert [150]. Durch die TTC-Färbung wird 

lediglich noch vitales Hirngewebe rot angefärbt, während die Infarktareale weiß 

bleiben. Die Hirnscheiben wurden für die Auswertung auf einem Flachbettscanner 

eingescannt. Die Messung der Infarktvolumina erfolgte über eine händische 

Flächenmessung des Infarktgebietes in ImageJ (ImageJ software; National Institutes of 

Health). Aus drei Infarktflächen erfolgte die ödemkorrigierte 

Infarktvolumenberechnung mittels folgender Formel:  

Vol (mm3) = Vol. Infarkt x (1 - ( Vol. ipsilat. - Vol. kontralat.) / Vol. kontralat.) [1, 151]. 

Hierbei repräsentiert Vol. ipsilat. - Vol. kontralat. die Volumendifferenz zwischen der 

ischämischen und der Kontroll-Hemisphäre. (Vol. ipsilat. - Vol. kontralat.) / Vol. kontralat 

repräsentiert diese Differenz prozentual. 

Die Infarktvolumenmessungen sowie Auswertungen wurden durch die Promovendin 

durchgeführt. 
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2.6. Organgewinnung 

Nach der Infarktvolumenmessung wurden die Gehirne der Versuchstiere für weitere 

Experimente weiterverarbeitet [1]. Die hinteren Hirnscheiben wurden für histologische 

Untersuchungen in einem Kryomold in Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek 

Germany GmbH) auf Trockeneis eingefroren und bis zur Verwendung bei -20°C 

gelagert. Die mittleren Hirnscheiben wurden für eine spätere real time PCR zunächst 

zur Stabilisierung der RNA (Ribonukleinsäure) in RNAlater RNA Stabilization 

Reagent (Qiagen) für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Zwischenhirn 

wurde anschließend entfernt, die Proben wurden in ipsilaterale sowie kontralaterale 

Basalganglien und Cortex geteilt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C 

eingefroren. 

Die Milzen sowie die Lymphknoten der Mäuse wurden mittels Durchflusszytometrie 

zur Depletionskontrolle verwendet. Den Tieren wurden rechts- und linksseitig die 

cervikalen, axillären und inguinalen Lymphknoten entfernt und diese wurden für 

weitere Untersuchungen gepoolt. Die durchflusszytometrische Färbung wurde 

durchgeführt wie bereits vorbeschrieben [1]. Die Organe wurden durch ein 70 µm 

Zellsieb zerkleinert, in PBS resuspendiert und schließlich zentrifugiert. Die Erythrozyten 

in der Milz wurden mit Lysepuffer (150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA in 

destilliertem Wasser) zerstört. Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die Zellen 

in FACS (fluorescenece activated cell sorting) Puffer (Roswell Park Memorial Institute 

Medium, RPMI 1640, mit Glutamin, Sigma-Aldrich, mit 10 % fetalem Kälberserum) für 

die Durchflusszytometrie resuspendiert. Über den retroorbitalen Plexus wurde den 

Tieren mit einem Glasröhrchen Blut für Subpopulationsanalysen abgenommen und 

dieses für 10 Minuten in Erythrozytenlysepuffer inkubiert. Nach der Zentrifugation 

wurden die Zellen in FACS Puffer resuspendiert. Die Organgewinnung wurde durch die 

Promovendin durchgeführt.  

 

2.7. Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie wurde durchgeführt wie bereits vorbeschrieben [1]. Für 

durchflusszytometrische Analysen wurden aufgereinigte Milz- und Lymphknotenzellen 
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sowie Blut verwendet. Es wurden etwa 1 x 106 Zellen in FACS Puffer für die 

Immunfluoreszenzfärbung verwendet. Folgende Antikörper wurden für die Färbungen 

benutzt: 

Tabelle 1: Für Analysen verwendete Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte murine Antikörper 

Zielantigen-Dye Klon Hersteller 

CD4-FITC GK 1.5 BioLegend 

CD4-PerCP RM4–5 eBioscience 

CD8a-PE 53-6.7 BioLegend 

CD8a-PerCP 53-6.7 eBioscience 

CD11b-PE M1/70 BioLegend 

CD11b-PerCP M1/70 BioLegend 

CD11c-PE N418 BioLegend 

CD19-AF647 6D5 BioLegend 

Ly6C-AF647 HK1.4 BioLegend 

 

Die Antikörper wurden jeweils in einer Gesamtverdünnung von 1:100 zu den Proben 

gegeben und der Ansatz wurde für 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und resuspendiert. Ungefärbte Splenozyten 

dienten als Negativkontrolle. Die Ansätze wurden mit einem BD FACSCalibur™ cell 

analyzer gemessen und die Ergebnisse wurden mittels BD CellQuest™ Pro software and 

WinMDI software (version 2.8) ausgewertet. Die durchflusszytometrische 

Antikörperfärbung, Messung und Auswertung erfolgte durch die Promovendin. 

 

2.8. RNA-Isolation und cDNA Synthese 

Die RNA Aufreinigung erfolgte mittels eines Power Homogenisators (ART) und eines 

Trizol Reagent (Invitrogen) und Chloroform (Sigma Aldrich) basierten Protokolls, 

welches mehrfache Zentrifugationsschritte und eine Ausfällung der RNA mit 

Isopropanol (Sigma Aldrich) und 75% Ethanol beinhaltet [1, 152]. Die RNA wurde 

schließlich in DEPC-Wasser (invitrogen) gelöst. Die RNA-Konzentrationen wurden an 

einem Nano-Drop Spectrophotometer (Thermo Scientific) bestimmt. Für die cDNA 

(copy Desoxyribonukleinsäure) Synthese wurde jeweils 1500 ng RNA eingesetzt und 

das restliche Volumen mit DEPC-Wasser aufgefüllt. Weiterhin wurde ein Master-Mix 

aus PCR buffer, MgCl2, dNTP Mix (alle Applied Biosystems), Random Hexamer Primer 
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(invitrogen). RNase Inhibitor (Applied Biosystems) und Reverse Transkriptase (MULV, 

Applied Biosystems) pro Probe hergestellt und zur RNA Probe hinzu pipettiert. Die 

cDNA-Ansätze wurden in einem Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert: 

25°C für 10 min, 42°C für 1 h, 95°C für 5 min. Anschließend wurden die Proben bis zur 

real time PCR bei -20°C gelagert. Die RNA-Isolation wurde durch die Promovendin 

durchgeführt. 

 

2.9. Real-time PCR 

Für die Durchführung der real-time PCR wurde zunächst ein Master-Mix aus Taq-Man 

universal MasterMix (Applied Biosystems, Roche), dem Assay für die Ziel-RNA und 

DEPC-Wasser hergestellt. In einer 96-well Platte (Applied Biosystems) wurde der 

jeweilige cDNA Ansatz mit dem entsprechenden Mastermix für das Zielgen in 

Triplikaten pipettiert. Die Amplifikation und Analyse wurde mittels eines 7500 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) durchgeführt. Für jeden Zielansatz wurde ein 

durchschnittlicher Cycle Threshold (CT) Wert aus den Triplikaten bestimmt. Die 

Reaktionen wurden bei 50°C für 2 Minuten, bei 95°C für 10 Minuten, gefolgt von 40 

Zyklen mit jeweils 15 Sekunden bei 95°C and 1 Minuten bei 60°C durchgeführt [152]. 

Folgende Gene wurden mit fluoreszierenden Ziel-Assays analysiert: 

Tumor Nekrose Factor-α (TNF-α) (Mm 00443258_m1; Applied Biosystems), Interleukin-

1β (IL-1β) (Mm 00434228_m1; Applied Biosystems), IL-6 (Mm 00446190_m1; Applied 

Biosystems), Transforming growth factor-β (TGF-β) (Mm00441724_m1; Applied 

Biosystems). Als endogene Kontrolle diente Glycerolaldehyd-3-Dehydrogenase 

(GAPDH) (Mm99999915_g1, endogene Kontrolle für GAPD (GAPDH) (VIC™/MGB-

Sonde), Applied Biosystems). Die Ergebnisse wurden mittels der 2-ΔΔCT Methode nach 

folgender Formel analysiert [153]:  

2-ΔΔCT = 2-(CT Zielgen – CT endogene Kontrolle)ipsiläsional – ( CT Zielgen - CT endogene Kontrolle)kontraläsional 

Die CT Werte für das Zielgen wurden in Verhältnis zu den CT Werten der endogenen 

Kontrolle gesetzt. Somit konnte für das jeweilige Zielgen die Vervielfachung der 

Expression der mRNA in der Schlaganfallprobe im Vergleich zur gesunden Gehirnhälfte 

dargestellt werden. 
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Die real-time PCR Messungen sowie Auswertung erfolgten durch die Promovendin. 

 

2.10. Immunhistochemische Färbung 

Die Immunhistochemische Färbung erfolgte an Gefrierschnitten der in Tissue-Tek 

konservierten koronar geschnittenen Hirnscheiben, wie in bisherigen Publikationen 

beschrieben [38]. Diese wurden mittels eines Kryostats (CM 1950, Leica Biosystems) in 

10 µm dicke Scheiben geschnitten und auf Objektträger gezogen. Jeder zehnte Schnitt 

wurde für eine Färbung und Auswertung verwendet. Pro Tier wurden vier oder fünf 

Objektträger ausgewertet. Vor der immunhistochemischen Färbung wurden die 

Schnitte in 4% Paraformaldehyd in PBS (Sigma Aldrich) fixiert und mit 5% BSA (bovines 

Serumalbumin, Roche Diagnostics GmbH), 0,2% Triton-X 100 (Merck Millipore) in PBS 

geblockt. Der Primärantikörper (anti-CD11b, MCA711, Serotec, Bio-Rad) in 1% BSA 

wurde über Nacht bei 4°C auf den Schnitten inkubiert. Der Sekundärantikörper (anti-

Rat IgG, BA-9400, Vector Laboratories) wurde in 1% BSA eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Immunhistochemische Färbung erfolgte mittels eines 

DAB-basierten Protokolls nach Herstellerinformationen (Vector PK-4000, Vector SK-

4100). Die Gesamtzellzahl CD11b positiver Zellen wurde mit einem Nikon Eclipse 50i 

Mikroskop ipsiläsional bei zwanzigfacher Vergrößerung ausgezählt.  

Die Färbungen sowie Auszählung am Mikroskop erfolgten durch die Promovendin. 

 

2.11. Statistik 

Die Statistik wurde wie vorbeschrieben durchgeführt [1]. 

Alle Graphen und alle Statistiken wurden mithilfe der GraphPad Prism 5.01 Software 

erzeugt. Die Ergebnisse werden angegeben als Mittelwert mit Standardabweichung 

bzw. mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SD oder SEM). Die Ergebnisse der 

funktionalen Tests (Bederson score, Grip test) werden als Mediane mit 

Interquartilenabstand dargestellt. Die Gauß’sche Normalverteilung wurde mithilfe des 

D'Agostino and Pearson omnibus normality test und des Kolmorogov-Smirnov 

normality test untersucht. Bei Normalverteilung wurden die Daten ausgewertet mittels 

des unpaired, 2-tailed Student’s t-test oder bei mehrfachem Vergleich mithilfe des 
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ANOVA-Tests (analysis of variance) mit anschließender Bonferroni Korrektur. Bestand 

keine Normalverteilung, wurde der Mann-Whitney U Test oder bei mehrfachem 

Vergleich der Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison test 

durchgeführt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant, P-Werte unter 0,01 

als hoch signifikant und ein P-Wert von 0,001 als höchst signifikant angesehen [1]. Die 

statistische Auswertung erfolgte durch die Promovendin nach Rücksprache und 

Beratung durch den Doktorvater. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Depletionsraten und Subpopulationsanalysen 

Zur Evaluation der am besten wirksamen DTX Dosis wurden transgenen Mäusen ohne 

Schlaganfallinduktion verschiedene Mengen an DTX verabreicht und 24 h später 

analysiert. Als Kontrolle dienten Tiere, die mit PBS (Trägersubstanz für DTX, Vehikel) 

behandelt wurden. Zur restlosen Depletion der dendritischen Zellen wurde eine Dosis 

von 100 ng/g KG verabreicht. Hierbei konnte in der Milz im Vergleich zu mit PBS 

behandelten Tieren eine hoch signifikante Depletion der dendritischen Zellen von 7,4 

% auf 1,5 % erreicht werden (Abbildung 2 B). Bei einer Injektion 5 ng/g KG konnte eine 

hoch signifikante Depletion auf 2,8 % erreicht werden (Abbildung 2 B), es waren damit 

doppelt so viele dendritische Zellen übriggeblieben wie bei einer Injektion von 100 

ng/g KG. Bei der Depletion der dendritischen Zellen in den Lymphknoten waren von 

einem Ausgangswert von 4,0 % bei einer Injektion von 100 ng/g KG 0,9 % 

übriggeblieben, bei einer Injektion von 5 ng/g KG 2,4 %. Beide Werte waren statistisch 

signifikant im Vergleich zur Behandlung mit PBS (Abbildung 2 B). Exemplarisch ist die 

Gating Strategie der Depletionsanalysen in Abbildung 2 C dargestellt. Dabei wurde 

nach dem Gating der Leukozyten ein weiteres Gate für die CD11c/GFP doppelt 

positiven Zellen gesetzt. Diese Zellpopulation verringerte sich signifikant nach der 

Injektion von DTX.  

Zudem wurden Messungen weiterer Zellsubpopulationen durchgeführt, um eine 

etwaige Beeinflussung dieser durch DTX bei der Beurteilung der Ergebnisse mit 

einzubeziehen (Abbildung 2 A): CD4 wurde als Marker für vornehmlich T-Helfer-Zellen 

verwendet, CD8 als Marker für zytotoxische T-Zellen, CD19 als Marker für B-

Lymphozyten, CD11b und Ly6C als Marker für vornehmlich Makrophagen und 

Monozyten [154-157].  

Hierbei ergab sich im Blut eine leichte Erhöhung der CD4+ (Kontrolle: 20,7%, 100 ng 

DTX: 30,4%, 5 ng DTX: 33,8%) und Verminderung der CD19+ Zellpopulation (Kontrolle: 

54,3%, 100 ng DTX: 36,8 %, 5 ng DTX 41,6 %) im Vergleich zu PBS behandelten Tieren. 

Diese Veränderungen waren jedoch nicht signifikant. In der Milz zeigte sich eine leichte 

Verminderung der CD19+ Zellen nach Injektion von 100 ng DTX (PBS: 76,7 %, 100 ng 
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DTX: 71,6 %). Dafür zeigte sich eine leichte Erhöhung der CD4+ Zellpopulation (PBS: 

10,4 %, 100 ng DTX: 14,6 %). Darüber hinaus ergab sich eine leichte Erhöhung der 

CD11b+ Zellpopulation nach Injektion von 5 ng DTX/g KG (von 4,0 % nach PBS auf 9,3 

%).  

Im Lymphknoten ergab sich bezüglich der CD19+ Zellpopulation eine Erhöhung auf 

57,4% nach Injektion von 100 ng DTX im Vergleich zur Injektion mit PBS (46,9 %). Die 

CD4+ Population nahm nach der Injektion von 100 ng DTX ab, nach der Injektion von 5 

ng DTX/g KG zu (PBS: 31,5 %, 5 ng DTX/g KG: 37,5 %, 100 ng DTX/g KG: 23,9%). Der 

Anteil an CD11b+ Zellen nahm nach der Injektion von 100 ng DTX/g KG ab, nach der 

Injektion von 5 ng DTX/g KG eher zu (PBS: 2,7 %, 100 ng/g KG 1,3 %, 5 ng/g KG 6,1%).  

Für die Durchführung mehrtägiger Experimente sollte gewährleistet werden, dass über 

den ganzen Versuchszeitraum eine Depletion der dendritischen Zellen vorlag. Die 

Bedingungen, zu denen eine dauerhafte Depletion der CD11c+ Zellen vorliegen konnte, 

wurden vor Durchführung der Schlaganfallexperimente evaluiert (Abbildung 3A). 

Hierzu wurden transgene Mäuse ohne Schlaganfallinduktion nur einmalig mit 5 ng/g 

KG DTX oder täglich mit 5 ng/g KG DTX behandelt. Als Kontrolle dienten PBS 

behandelte Tiere. 

Hierbei konnte sowohl in Milz als auch in Lymphknoten behandelter Tiere festgestellt 

werden, dass nur eine tägliche Injektion zu einer dauerhaften signifikanten 

Verminderung der CD11c+ Zellen führte (Milz: ca. 6,2% auf 2%, Lymphknoten: 6,5% auf 

3,0%). Eine einmalige Injektion verminderte die Zahl der dendritischen Zellen nur für 

24 h, danach begannen die Zellen wieder langsam auf das Ausgangsniveau zu steigen 

und erreichten dieses nach 72 h (Milz: 4,8%, Lymphknoten: 6,3%). Zudem wurde 

untersucht, ob die anderen Leukozytensubpopulationen durch eine mehrmalige 

Injektion von DTX beeinflusst wurden (Abbildung 3 A). Hierbei konnten sowohl in Milz 

als auch in den Lymphknoten keine signifikanten Unterschiede für CD8+, CD11b+, und 

Ly6C+-Zellpopulationen im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt werden. In den 

Lymphknoten kam es einer leichten Zunahme an CD4+ Zellen (PBS: 26 %, DTX: 30-31 %) 

und zu einer Abnahme an CD19+ Zellen (PBS: 51 %, DTX: 45-46%). In der Milz fand sich 

dieser Effekt nicht.  
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Abbildung 2: Depletionsraten und Subpopulationsanalysen bei unterschiedlicher DTX Konzentration 

(nach Kraft et al. [1]): A) Anteile der Subpopulation von Leukozyten in Blut, Lymphknoten und in der Milz 

nach i.p. Injektion von DTX oder PBS, Mittelwert+SD, B) Anteil der CD11+ Zellen in Lymphknoten und 

Milz nach i.p. Injektion von DTX, Mittelwert+SD, C) Exemplarischer Dot Plot einer FACS-Analyse von 

Splenozyten, leukocyte gating (FSC/SSC). PBS (phosphate buffered saline), DTX (Diphtherietoxin), GFP 

(Green fluorescent protein). Statistischer Test: t-Test, CD11c-DTR Tiere, n=5/Gruppe * indiziert p<0,05, 

** indiziert p<0,01. 
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Abbildung 3: Depletionsraten und Subpopulationsanalyse bei 5 ng/g KG DTX 

(nach Kraft et al. [1]): A) Zeitlicher Verlauf des prozentualen Anteils der CD11c+ Zellen sowie Anteile der 

Leukozyten Subpopulationen in Lymphknoten und Milz nach i.p. Injektion verschiedener Dosen DTX, 

Liniendiagramm: Mittelwert±SEM, Säulendiagramm: Mittelwert+SD. B) Exemplarischer Dot Plot der 

Gatingstrategie bei Analyse CD11c+ Zellen. PBS (phosphate buffered saline), DTX (Diphtherietoxin), GFP 

(Green fluorescent protein). CD11c-DTR Tiere, n=5/Gruppe * indiziert p<0,05, ** indiziert p<0,01. 
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3.2. Schlaganfallinduktion bei 60 min tMCAO und höherer Depletionsrate 

Nach der Induktion eines Schlaganfalls bei 60-minütigem Verschluss der A. cerebri 

media (Abbildung 4A) lagen diese zwischen 90 bis 107 mm³, wobei die transgenen 

Mäuse nach Depletion ein leicht geringeres Infarktvolumen (ca. 90 mm³) zeigten als die 

PBS behandelte Kontrollgruppe (ca. 100 mm³). Der Unterschied war jedoch nicht 

signifikant. Als weitere Kontrollgruppen dienten Wildtyp-Tiere, welche mit DTX oder 

PBS behandelt wurden. Hier fanden sich vergleichbare bis geringgradig höhere 

Schlaganfallvolumen (97 mm³ bei WT+DTX, 107 mm³ bei WT+PBS). Die Unterschiede 

waren jedoch nicht signifikant. 

Zur Evaluation der neurologischen Beeinträchtigung der Mäuse einen Tag nach 

Schlaganfallinduktion wurden der Grip test und der Bederson score durchgeführt 

(Abbildung 4B). Bei den DTX behandelten CD11c-DTR Mäusen ergab sich ein Grip test 

Median von 1, während in allen anderen Gruppen (CD11c-DTR+PBS, wt+DTX, wt+PBS) 

das Testergebnis bei 2-3 lag. Im Vergleich zur PBS-behandelten Kontrolle (CD11c-

DTR+DTX vs. CD11c-DTR+PBS) war der Unterschied sogar statistisch signifikant.  

Auch beim Bederson score lag der Median von DTX behandelten CD11c-Tieren bei 3. 

Das Ergebnis war somit signifikant schlechter als in der Vergleichsgruppe CD11c-DTR + 

PBS, wo der Bederson score bei 2 lag. Bei den Wildtyp-Kontrollen (WT + PBS, WT + 

DTX) lag der Bederson score ebenfalls bei 2. 

Nach dem Experiment wurde die Depletion der dendritischen Zellen kontrolliert, 

indem die Anzahl GFP-positiver Zellen in der Milz durchflusszytometrisch bestimmt 

wurde. Durch die Injektion von DTX konnte der Prozentsatz GFP-positiver Zellen von 

6,6 auf 0,5 gesenkt werden. Die Depletion der dendritischen Zellen nach Gabe von 100 

ng DTX/g KG war somit höchst signifikant (Abbildung 4C). 
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Abbildung 4: Schlaganfallinduktion bei 60 min tMCAO und höherer Depletionsrate  

(nach Kraft et al. [1]): A links) Repräsentative Infarktvolumina von je einem Tier aus jeder 

Versuchsgruppe, A rechts) Infarktvolumina der vier Versuchsgruppen in mm³. Mittelwert+SD. B links) 

Grip test und rechts) Bederson score Median+Interquartilen, A und B: Statistischer Test: 1-way ANOVA 

mit Bonferroni‘s Multiple Comparison Test C) repräsentative dot plots und Auswertung FACS Analyse 

GFP positiver Zellen vor und nach Depletion. CD11c-DTR und WT Tiere, N=7-9/Gruppe. Mittelwert+SD. 

Statistischer Test: t-test, WT (Wildtyp), DTX (Diphtherietoxin), GFP (Green fluorescent protein), 

Vehikel=PBS. * indiziert p<0,05, *** indiziert p<0,001. 
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3.3. Interleukin Expression nach tMCAO für 60 min und erhöhter Depletion  

Die Zytokinexpression wurde in den Gehirnen schlaganfallinduzierter, transgener Tiere 

24 h nach 60-minütiger tMCAO analysiert (Abbildung 5). Es wurden die Cortices und 

Basalganglien von CD11c-DTR Mäusen nach Gabe von jeweils PBS (Vehikel) oder DTX 

miteinander verglichen. Als zusätzliche Kontrolle dienten sham operierte Tiere, um 

mögliche Entzündungseffekte durch den Verschluss der A. cerebri media zu eruieren. 

Auf die Analyse der Interleukine in wt Tieren wurde verzichtet (Interleukinexpression 

wie bei PBS behandelten transgenen Tieren zu erwarten). 

Die kortikale Interleukinexpression lag dabei wesentlich höher als in den Basalganglien. 

Es wurde die mRNA Expression für IL-1β, IL-6, TNF-α und TGF-β analysiert. Die 

Expression von IL-6 war im ipsiläsionalen Cortex CD11c-depletierter Tiere (Ipsiläsional 

+ DTX) hoch signifikant um ein Vielfaches niedriger als in PBS-behandelten Mäusen 

(Ipsiläsional + Vehikel), nämlich 323-fach gegenüber dem 4884-fachen der Expression 

(Abbildung 5 B). Ebenso war die Expression von IL-1β im ipsiläsionalen Cortex von DTX-

behandelten Tieren signifikant niedriger als in PBS-behandelten Tieren (317-fach zu 90-

fach, Abbildung 5 A). Die Expression von TGF-β im ipsiläsionalen Cortex von DTX 

behandelten Tieren (8-fach zu 3-fach, Abbildung 5 D) war etwas im nicht signifikanten 

Bereich herabgesetzt im Vergleich zu ipsiläsionalen Cortices, wo nur eine Behandlung 

mit PBS stattgefunden hatte. 

Für TNF-α zeigte sich kein Expressionsunterschied (Ipsiläsional + Vehikel vs. Ipsiläsional 

+ DTX, 203-fach zu 231-fach, Abbildung 5 C). In den Basalganglien konnten für jedes 

Zytokin keine Expressionsunterschiede der Interleukine festgestellt werden. Insgesamt 

wurden im infarzierten Areal deutlich mehr Zytokine exprimiert als im nicht 

infarzierten Areal. 
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Abbildung 5: Interleukin Expression nach tMCAO für 60 min und erhöhter Depletion 

(nach Kraft et al. [1]): Analyse der Vervielfachung der mRNA Expression 1 Tag nach 60-minütiger tMCAO 

für Interleukin 1β (5A), Interleukin 6 (5B), TNF-α (5C) und TGF-β (5D) jeweils in Cortex und Basalganglien. 

Verglichen wurden transgene Mäuse nach Applikation von DTX bzw. nach Applikation von PBS/Vehikel. 

Als housekeeping gene diente GAPDH. Mittelwert+SD). CD11c-DTR Tiere, n=5-8/Gruppe.* indiziert 

p<0,05, ** indiziert p<0,01, statistischer Test: 1-way ANOVA mit Bonferroni Multiple Comparison test 

bzw. Kruskal-Wallis test mit Dunn’s multiple comparison test.  
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3.4. Schlaganfallinduktion nach 24 Stunden bei 30 min tMCAO und niedriger 

Depletionsrate 

 
 
Abbildung 6: Schlaganfallinduktion nach 24 Stunden bei 30 min tMCAO und niedriger 
Depletionsrate(nach Kraft et al. [1]): A) dot plots und FACS Analyse GFP positiver Zellen vor und nach 

Depletion. CD11c-DTR Tiere, n=8/Gruppe, Mittelwert + SD. B) links Infarktvolumina in mm3 

Depletionsgruppe (CD11c-DTR + DTX) und Kontrollgruppe (CD11c-DTR + Vehikel). Mittelwert+SD. B 

rechts) repräsentative Darstellung Infarktvolumenmessung Depletionsgruppe und Kontrollgruppe. C 

links) Grip test und rechts) Bederson score. *** indiziert p<0,001. DTX (Diphtherietoxin), GFP (Green 

fluorescent protein), PBS (phosphate buffered saline)/Vehikel, statistischer Test: t-Test.  
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Weitere Schlaganfallvolumina wurden bei verkürzter Okklusionszeit von 30 Minuten 

nach einem Tag in transgenen CD11c-DTR Mäusen analysiert. Aufgrund der begrenzten 

Anzahl an zur Verfügung stehender Wildtyp-Tiere laut Tierversuchsantrag wurde in 

dieser Versuchsreihe auf die Schlaganfallinduktion bei Wildtyp-Tieren verzichtet. Der 

Vergleich von transgenen Tieren sowie Wildtyp Tieren 72 h nach Schlaganfallinduktion 

für 30 Minuten erfolgte wiederum im Kapitel 3.6. 

In der Depletionsanalyse konnte der Prozentsatz CD11c-positiver dendritischer Zellen 

höchst signifikant reduziert werden (von 3,7 % auf unter 1,2 %, Abbildung 6A). 

Hinsichtlich der Infarktvolumina von DTX-behandelten und nicht-behandelten Tieren 

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. In Mäusen ohne CD11c-Depletion ergab 

sich ein unwesentlich niedrigeres Infarktvolumen (52mm³ gegenüber 59mm³, 

Abbildung 6B). Für Grip test (Score 2-3) und Bederson score (1-2) ergaben sich keine 

Unterschiede nach einem Tag nach 30-minütiger Okklusion der Arteria cerebri media 

(Abbildung 6C). Mit und ohne Depletion CD11c positiver Zellen zeigte sich in den 

Tieren das gleiche klinische Outcome 24 Stunden nach der Intervention. 

 

3.5. Interleukin Expression nach 24 Stunden bei tMCAO für 30 min und 

niedrigerer Depletion  

Wie auch nach 60 Minuten tMCAO erfolgte auch an Hirnschnitten nach 30-minütiger 

tMCAO eine Expressionsanalyse relevanter Zytokine nach 24 Stunden. Es erfolgte 

jeweils die Analyse der Interleukinexpression am ipsi- und kontralateralen Kortex im 

Bezug zur infarzierten Hemisphäre. Analysiert wurden transgene Tiere nach 

Applikation von PBS (Vehikel) oder DTX. Darüber hinaus erfolgte eine Kontrolle über 

sham behandelte Mäuse mit und ohne Applikation von Diphterietoxin. Auf die Analyse 

von Wildtyp Tieren wurde verzichtet. 

Insgesamt zeigt sich bereits nach der Applikation von Diphterietoxin (sham Tiere) eine 

geringfügige Erhöhung der Expressionsraten von IL-1β, IL-6 und TNF-α (Abbildung 7A, 

B, C). Für TGF-β (Abbildung 7D) ergab sich keine Beeinflussung durch alleinige 

Applikation von DTX. 
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Es ergab sich kein wesentlicher Unterscheid ipsiläsional für die Expression von IL-1β 

mit und ohne Depletion von CD11c positiven Zellen in CD11c-DTR Tieren (in 

ipsiläsional+Vehikel 78-fache bzw. in ipsiläsonal+DTX 68-fache Expression, Abbildung 7 

A). Ähnliches zeigte sich für die Expression von IL-1β in den Basalganglien, auch hier 

ergab sich kein Unterschied der Expression im infarzierten Areal nach Depletion von 

dendritischen Zellen in CD11c-DTR Tieren (28-fache Expression in Ipsiläsional+Vehikel 

gegen 24-fache Expression in Ipsiläsional+DTX, Abbildung 7 A). 

Eine leichtgradig geringere Expression von IL-6 zeigte sich in CD11c-depletierten Tieren 

gegenüber mit PBS behandelten CD11c-DTR Tieren (in Ipsiläsional+Vehikel 1500-fache 

gegenüber 990-facher Expression in Ipsiläsional+DTX, Abbildung 7 B). Der Unterschied 

war nicht signifikant. Auch in den ipsiläsionalen Basalganglien blieb der 

Expressionsunterschied von IL-6 vor und nach CD11c Depletion geringfügig und nicht 

signifikant (345-fach in ipsiläsional+Vehikel gg. 270-fach in ipsiläsional +DTX, Abbildung 

7 B). 

Für TNF-α zeigte sich die Expression mit und ohne Depletion von CD11c positiven 

Zellen im Kortex identisch (83-fache Expressionserhöhung in Ipsiläsional+Vehikel bzw. 

88-fache Expressionserhöhung in Ipsiläsional+DTX), in den Basalganglien zeigte sich die 

Expression von TNF-α in von dendritischen Zellen depletierten Tieren etwas höher, 

jedoch ohne signifikanten Unterschied zu PBS behandelten Tieren (33-fache Expression 

in Ipsiläsional+Vehikel gegenüber 76-facher Expression in Ipsiläsional+DTX, Abbildung 

7C). 

Bezüglich TGF-β ergab sich eine leicht erhöhte Expression des Gens in PBS-

behandelten Tieren gegenüber Tieren mit vorheriger CD11c Depletion (3,2-fache 

Expression in Ipsiläsional+Vehikel gegenüber 2,4-facher Expression in Ipsiläsional+DTX 

im Kortex, 2,8-fache Expression in Ipsiläsional+Vehikel gegenüber 2-facher Expression 

in Ipsiläsional+DTX in den Basalganglien, Abbildung 7D). Die Unterschiede in den 

Expressionsraten zeigten sich jedoch nicht statistisch signifikant. 
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Abbildung 7: Interleukin Expression nach 24 Stunden bei tMCAO für 30 min und niedrigerer Depletion : 

Interleukin 1β (A), Interleukin 6 (B), TNF-α (C) und TGF-β (D) jeweils in Cortex und Basalganglien. 

Verglichen wurden transgene Mäuse nach Applikation von DTX bzw. nach Applikation von PBS (Vehikel). 

Als housekeeping gene diente GAPDH. Mittelwert+SEM, CD11c-DTR Tiere, n=5-6/Gruppe. statistischer 

Test: 1-way ANOVA mit Bonferroni Multiple Comparison test bzw. Kruskal-Wallis test mit Dunn’s 

multiple comparison test. 
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3.6. Schlaganfallinduktion nach 72 Stunden bei 30 min tMCAO und niedriger 

Depletionsrate 

Um die Auswirkung der Depletion CD11-positiver dendritischer Zellen 72 Stunden nach 

der Schlaganfallinduktion zu analysieren, wurden transgene und Wildtyp-Mäuse jeden 

Tag mit 5 ng DTX/g Körpergewicht behandelt. Die funktionellen Scores wurden täglich 

erhoben (Abbildung 8 A). Im Bederson score erreichten DTX-behandelte CD11c-DTR 

Mäuse täglich einen Score zwischen 2 und 3, während PBS-behandelte CD11c-DTR 

Tiere im Bereich zwischen 1 bis 2 Punkten lagen. Im Grip test erreichten die Vehikel-

behandelten CD11c-DTR Mäuse täglich einen Wert von durchschnittlich drei Punkten, 

nach DTX-Applikation erreichten die transgenen Tiere einen Wert von etwa drei 

Punkten an Tag 1, verschlechterten sich kontinuierlich bis Tag 3, wo nur noch ein Punkt 

auf der Grip test Skala erreicht wurde. Das ödemkorrigierte Schlaganfallvolumen 

(Abbildung 8 B) nach drei Tagen zeigte zwischen CD11c-depletierten und Vehikel-

behandelten CD11c-DTR Tieren keinen signifikanten Unterschied (51 mm³ gegen 42 

mm³). Auch im Vergleich zu den wildtypischen Mäusen zeigte sich kein Unterschied im 

Infarktvolumen (49 mm³ bei wt + DTX und 54 mm³ bei wt + Vehikel). Zur Sicherung des 

Depletionserfolges der CD11c-positiven dendritischen Zellen erfolgte eine 

durchflusszytometrisch basierte Analyse GFP-positiver Milzzellen (Abbildung 8 C). Es 

ergab sich ein deutlich geringerer Prozentsatz von GFP-positiven Zellen in DTX-

behandelten transgenen Mäusen (Durchschnittlich 0,6 %) im Vergleich zu PBS-

behandelten CD11c-DTR Tieren (Durchschnittlich 3,9 %). In der statistischen 

Auswertung war das Ergebnis höchst signifikant.  
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 Abbildung 8: Schlaganfallinduktion nach 72 Stunden bei 30 min tMCAO und niedriger Depletionsrate  

(nach Kraft et al. [1]) A) links Bederson score und rechts Grip test der Depletionsguppe (CD11c-

DTR+DTX) und der Kontrollgruppe (CD11c-DTR+Vehikel) an Tag 1 bis 3 nach 30 min tMCAO. B) links 

Infarktvolumina in mm Depletionsgruppe (CD11c-DTR+DTX) und Kontrollgruppe (CD11c-DTR+Vehikel) 

sowie wt-Kontrollen. Durchschnitt+SD. rechts) repräsentative Darstellung Infarktvolumenmessung. A 

und B: Statistischer Test: 1-way ANOVA mit Bonferroni‘s Multiple Comparison Test C) dot plots und FACS 

Analyse GFP positiver Zellen mit und ohne Depletion. CD11c-DTR und WT Tiere, n=7-8/Gruppe, 

Mittelwert+SD *** indiziert p<0,001. Statistischer Test: t-test. DTX (Diphtherietoxin), GFP (Green 

fluorescent protein), PBS (phosphate buffered saline = Vehikel). 
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3.7. Interleukin Expression nach tMCAO für 30 min und niedrigerer Depletion 

nach 72 Stunden 

Eine Interleukin Expressionsanalyse erfolgte analog wie die Analyse nach 

Schlaganfallinduktion für 60 min. Analysiert wurden die infarzierten Hemisphären 

(ipsilateral) gegenüber den nicht-infarzierten Hemisphären (kontralateral) von CD11c-

DTR Mäusen, welche entweder DTX (Depletionsgruppe) oder PBS (Kontrollgruppe, 

Vehikel) erhielten. WT Tiere wurden nicht analysiert. Analysiert wurde 72 Stunden 

nach Schlaganfallinduktion durch 30-minütige tMCAO. Im Vergleich zu Versuchstieren, 

welche nur mit Vehikel (PBS) behandelt wurden, zeigten sich für viele Zytokine deutlich 

erhöhte Werte in Diphterietoxin-behandelten Tieren (Abbildung 9). Die IL-1β 

Produktion war sowohl in den Basalganglien als auch im Cortex nach Behandlung mit 

Diphterietoxin und CD11c-Zelldepletion deutlich höher als nach Behandlung mit PBS 

(Abbildung 9A). So zeigte sich die IL-1β Expression 250-fach erhöht im infarzierten 

Cortex CD11c depletierter Tiere, in den infarzierten Basalganglien zeigte sich eine 390-

fache Expression von IL-1β. In den Basalganglien war der Unterschied im Vergleich zu 

mit PBS behandelten Mäusen signifikant. Gleichzeitig war die IL-1β Produktion auch in 

der kontralateralen Hemisphäre der DTX-behandelten Tiere höher als in PBS-

behandelten Tieren. Ähnliches ergab sich für IL-6 (Abbildung 9B). Hier zeigte sich die 

Expression in depletierten Tieren deutlich erhöht, im Cortex sogar hochsignifikant. Im 

infarzierten Cortex und in den infarzierten Basalganglien erhöhte sich die Expression 

um das 1370- bzw. 1010-fache. In Vehikel behandelten Tieren zeigte sich im 

infarzierten Areal eine Erhöhung um das 19- bzw. 56-fache (Abbildung 9B). Für TNF-α 

erhöhte sich die Expression im ipsiläsionalen Cortex CD11c-depletierter Mäuse sogar 

um das 3850-fache, in den Basalganglien um das über 5680-fache. Auch hier war in 

DTX-behandelten Tieren die Expression von TNF-α in der kontralateralen Hemisphäre 

höher als im Infarktgebiet von PBS-behandelten Tieren (Abbildung 9C).  

In der TGF-β Expression ergaben sich nur leichte Unterschiede. Die Vervielfachung von 

TGF-β zeigte sich in den infarzierten Cortices und Basalganglien in beiden Gruppen 

ähnlich, wenngleich TGF-β ohne CD11c-Depletion in den Basalganglien etwas stärker 

exprimiert wurde (etwa 7,4-fache vs. 5,8-fache Erhöhung) (Abbildung 9D).  
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Abbildung 9: Analyse der Vervielfachung der mRNA Expression 72 Stunden nach 30 min tMCAO 

: Interleukin 1β (A), Interleukin 6 (B), TNF-α (C) und TGF-β (D) jeweils in Cortex und Basalganglien. 

Verglichen wurden CD11c-DTR Tiere nach Applikation von DTX oder PBS (Vehikel), ipsilaterale 

(infarzierte) vs. kontralaterale (nicht-infarzierte) Hemisphäre. Als housekeeping gene diente GAPDH. 

CD11c-DTR Tiere, =5-7/Gruppe. Mittelwert+SEM. * indiziert p<0,05.** indiziert p<0,01. statistischer 

Test: 1-way ANOVA mit Bonferroni Multiple Comparison test bzw. Kruskal-Wallis test mit Dunn’s 

multiple comparison test 
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3.8. Analyse der Leukozytenmigration per Immunhistochemie 

 

Abbildung 10: Analyse der CD11b+Zellen der ipsiläsionalen Hemisphäre nach 30- bzw. 60-minütiger 

tMCAO an Tag 1 bzw. 3 nach Schlaganfallinduktion Verglichen wurden transgene Tiere (CD11c-DTR) 

nach DTX Injektion und nach PBS-Injektion (Vehikel). n=5/Gruppe, Mittelwert+SEM. Statistischer Test: t-

test. 

Für die Analyse der Leukozytenmigration ins Infarktgewebe nach tMCAO erfolgten 

immunhistochemische Färbungen für CD11b und eine nachfolgende mikroskopische 

Auszählung der CD11b+ Zellen pro Schnitt (Abbildung 10). 

Nach 60-minütiger Mediaokklusion mit hoher Depletion konnte zwischen PBS- und 

DTX-behandelten transgenen Tieren kein Unterschied für CD11b+ Zellen gefunden 

werden (134 bzw. 135 Zellen pro infarzierte Hemisphäre, Abbildung 10 A). 
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Nach 30-minütiger tMCAO und niedriger Depletionsrate konnte nach einem Tag 

(Abbildung 10 B) ein geringer Unterschied in der Leukozytenmigration gesehen 

werden. Im infarzierten Hirngewebe von PBS-behandelten Tieren konnten mehr 

CD11b-positive Zellen (205/Hemisphäre) nachgewiesen werden als in DTX behandelten 

Tieren (162/Hemisphäre). Der Unterschied war nicht signifikant.  

Auch nach drei Tagen zeigte sich in DC-depletierten Tieren die Anzahl der CD11b 

positiven Zellen im infarzierten Gewebe etwas niedriger als in PBS-behandelten Tieren 

(184 gegenüber 208 Zellen/Hemisphäre, Abbildung 10 C). Auch dieser Unterschied war 

nicht signifikant. 

 

3.9. Erhöhte Mortalität unter CD11c-DTR Tieren nach DTX-Behandlung 

 

Abbildung 11: Analyse der Überlebensraten nach 30-minütiger tMCAO bis 72 Stunden nach 

Schlaganfallinduktion.   Analysiert wurden transgene CD11c-DTR Tiere mit Injektion von Diphterietoxin 

(DTX) oder Vehikel (PBS, phosphate buffered saline) sowie im Vergleich dazu Wildtypkontrollen (wt). 

 

Während der Experimente wurde neben den oben behandelten Ergebnissen eine 

erhöhte Mortalität der CD11c-DTR Tiere auffällig, welche zuvor mit DTX behandelt 

worden waren. Dargestellt sind die Überlebensraten nach 30-minütiger tMCAO 

(Abbildung 11). Insgesamt zeigte sich für Wildtyptiere mit DTX-Behandlung sowie für 

transgene Tiere, welche mit Vehikel behandelt wurden, eine Überlebensrate von 70 

bzw. 72 Prozent nach 3 Tagen. Wildtyptiere, die PBS erhielten, überlebten an Tag 3 zu 
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53 Prozent (Abbildung 11). Bei CD11c-DTR Tieren nach DTX Behandlung und 30 min 

tMCAO überlebten 36 Prozent der Versuchstiere. Für Tag 1 nach tMCAO ergaben sich 

für alle Versuchsgruppen ähnliche Werte, hierbei lag die Überlebensrate bei 76 bzw. 

90 Prozent in den Wildtiergruppen, während die transgenen Versuchstiere mit 80-

prozentiger Wahrscheinlichkeit bis Tag 1 überlebten.  
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4. Diskussion 

Insgesamt konnte in dieser Untersuchung gezeigt werden, dass die Depletion 

dendritischer Zellen durch Diphterietoxin in einem Mausmodell mit transgenem CD11c 

Rezeptor keinen Einfluss auf die Schlaganfallgröße nach tMCAO hatte. DTX behandelte 

Tiere litten jedoch unter einer höheren funktionellen Beeinträchtigung nach 

Schlaganfallinduktion. Die Expression von den Zytokinen IL-1β und IL-6 veränderte sich 

nach der Administration von Diphterietoxin am transgenen Mausmodell. Einen Tag 

nach Induktion eines großen Schlaganfalls kam es zu einer verminderten 

Zytokinexpression, während es nach dem dritten Tag nach Schlaganfallinduktion zu 

einer erhöhten Zytokinexpression kam. Die Depletion CD11c+ dendritischer Zellen 

hatte indes keinen Einfluss auf die Infiltration des Infarktgebietes mit CD11b+ Zellen 

nach tMCAO. 

 

4.1. Administration von Diphterietoxin verändert die Zusammensetzung 

unterschiedlicher Leukozyten nur geringfügig 

Bei der Administration von DTX entschieden wir uns für verschiedene 

Vorgehensstrategien. Zum einen führte die Gabe von DTX zu einer größtmöglichen, 

jedoch nicht zu einer vollständigen Depletion von dendritischen Zellen. Deshalb 

wurden die Versuchstiere in eine Gruppe mit hoher Depletionsrate mit höheren Dosen 

DTX (6,2 auf 2% GFP-positive Zellen im Leukozytengate per FACS-Analyse) behandelt. 

Aufgrund eines Wiederherstellungseffektes nach 24 Stunden nach einmaliger DTX 

Injektion war es notwendig, für die Analyse des Effekts von dendritischen Zellen nach 

tMCAO der CD11c-DTR Versuchsgruppe täglich DTX zu applizieren. Dies wurde jedoch 

von den Versuchstieren schlecht vertragen und führte unabhängig von der 

Schlaganfallinduktion zu einer erhöhten Mortalität [144]. Eine Alternative hierzu 

würden CD11c.DOG Mäuse darstellen, welche nach Literaturangaben wiederholte 

Administrationen von DTX ohne größere Beeinträchtigung des klinischen Outcomes 

tolerieren [158]. 

Im Weiteren wurde untersucht, ob DTX eine Wirkung auf andere, wichtige 

Leukozytenreihen hat. Eine strenge Unterscheidung von Immunzellen anhand eines 
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einzigen Oberflächenproteins gestaltet sich schwierig. CD11c wird nicht nur auf 

dendritischen Zellen, sondern auch beispielsweise auf aktivierten Monozyten, 

Makrophagen und einigen natürlichen Killerzellen exprimiert [159].  

In unseren Untersuchungen konnte im Wesentlichen keine Änderung der 

verschiedenen Zellreihen gesehen werden. Im Blut konnte eine Zunahme von CD4+ T-

Zellen sowie eine Abnahme von CD19+ B-Zellen nach Administration von DTX 

festgestellt werden.  

Dendritische Zellen stellen ein Bindeglied zwischen der adaptiven und natürlichen 

Immunabwehr dar [158]. Am häufigsten wurden dendritische Zellen als Aktivatoren 

der T-Zellen beschrieben, darüber hinaus spielen sie eine Rolle in der Bildung von 

Effektor- und Gedächtnis-T-Zellen [160]. Auf diese Weise entsteht eine indirekte 

Aktivierung von B-Zellen. Eine direkte Interaktion mit B-Zellen erfolgt nicht über 

Antigenpräsentation, sondern bei plasmacytoiden dendritischen Zellen über IFNα und 

IL-6 [161]. Bei myeloiden dendritischen Zellen scheint diese Interaktion mittels IL-12 

und IL-6 zu erfolgen [161]. 

In unserer Studie kommt es zu einer leichten erhöhten Anzahl von T-Zellen und jedoch 

zu einer verminderten Anzahl von B-Zellen im Blut nach Administration von DTX. Eine 

Möglichkeit ist, dass Dendritische Zellen vor der Apoptose durch DTX nochmals über 

direkte Interaktion/Antigenpräsentation zu einer Aktivierung von T-Zellen führen. 

Andererseits werden B-Zellen über Interleukine aktiviert. Möglicherweise kommt es 

durch die apoptotischen dendritischen Zellen zu einer verminderten Ausschüttung von 

Zytokinen, sodass die Anzahl der B-Zellen im Blut eher abnimmt. Diese Effekte wurden 

vornehmlich im Blut nach Applikation hoher Dosen DTX beobachtet. Möglicherweise 

werden auch in Milz und Lymphknoten zu späteren Zeitpunkten noch deutlichere 

Effekte sichtbar, jedoch fanden unsere Untersuchungen nur bis Tag 3 statt. Unsere 

weiteren Ergebnisse nach tMCAO müssen daher stets in den Kontext eingeordnet 

werden, dass die Effekte möglicherweise nicht durch dendritische Zellen selbst, 

sondern durch andere lymphatische Zellen entstehen.  
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4.2. Die Depletion dendritischer Zellen führt zu keiner veränderten Einwanderung 

von CD11b+ Zellen in die ipsilaterale Hemisphäre 

Wir analysierten das Verhalten von CD11b+ Zellen nach Schlaganfall. In unserer Studie 

konnte nach tMCAO kein Unterschied in der Anzahl der CD11b+ Zellen nach Applikation 

von DTX im transgenen CD11c-DTR Mausmodell festgestellt werden. Die CD11b+ Zellen 

waren für uns deswegen von Interesse, da diese im Hirngewebe in deutlich höherer 

Zahl nachweisbar sind als CD11c+ Dendritische Zellen. In verschiedenen 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass im Zuge einer Entzündungsreaktion 

Monozyten das Potential besitzen, sich zu monocyte-derived DCs zu differenzieren. In 

vitro konnten Monozyten in Kultur mit Granulozyten unter Einfluss von GM-CSF und IL-

4 zu monocyte-derived DC differenziert werden, welche auch unter anderem CD11c 

exprimieren [162-166]. Eine alleinige Unterscheidung von Monozyten/Makrophagen 

und bereits im Gehirn residenten Mikrogliazellen anhand des CD11b Rezeptors kann 

nicht erfolgen, da diese über komplexere Expression von Markern definiert sind [167]. 

So exprimieren Mikroglia ebenso CD11b, aber auch CX3CR1, F4/80 und in geringem 

Grade CD45 [168]. Auf Monozyten/Makrophagen findet sich eine Kombination aus 

CCR2, CD11b, Ly6C und CX3CR1 sowie in höherem Grade auch CD45 [168, 169]. 

Mikroglia werden scheinbar nur wenige Minuten nach Schlaganfallinduktion aktiviert 

und produzieren proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, IL-6 und TNF-α, welche zu 

einer Verschlechterung des Hirninfarktes führen [46, 47]. Auf der anderen Seite kommt 

es auch zu einer Einwanderung von Monozyten/Makrophagen aus dem Blut, wobei 

eine Unterscheidung beider Populationen sich jedoch aufgrund der oben genannten 

ähnlichen Markerexpression schwierig gestaltet [170]. Deshalb bediente man sich in 

manchen Experimenten eines chimären Mausmodells nach allogener 

Stammzelltransplantation, welches GFP in Monozyten und Makrophagen exprimiert, 

welche im Gegensatz zu Mikroglia aus dem Knochenmark stammen [170]. Hiermit 

konnte gezeigt werden, dass aus dem Blut stammende Makrophagen sich im 

Infarktgebiet sammeln [171, 172]. Makrophagen aus dem Blut sind ab Tag 1 nach der 

Infarktinduktion im Gehirn nachweisbar, aber das Maximum wird von Tag 2 bis Tag 7 

nach Schlaganfall erreicht [21]. Im Mausmodell nach pMCAO oder tMCAO konnte 
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jedoch gezeigt werden, dass an Tag 3 bis 14 nach der Operation die meisten 

Makrophagenzellen GFP-negativ waren, also von hirneigener Mikroglia abstammten 

[21, 170, 173]. In Zusammenschau mit unseren Ergebnissen scheint die Depletion von 

CD11c+ Zellen die Anzahl der hirneigenen Mikrogliazellen bzw. der eingewanderten 

Makrophagen/Monozyten nach tMCAO nicht zu beeinflussen. Somit ist eine frühe 

Interaktion in den ersten 3 Tagen von dendritischen Zellen und CD11b+ Zellen 

unwahrscheinlich.  

 

4.3. Depletion dendritischer Zellen verändert das Schlaganfallvolumen nicht 

In unserer Versuchsreihe konnte jeweils nach 60-minütiger tMCAO nach einem Tag 

und nach 30-minütiger tMCAO an Tag 1 und 3 kein entscheidender Einfluss 

dendritischer Zellen auf die Infarktgröße gefunden werden. Allenfalls an Tag 1 nach 60 

min tMCAO zeigte sich eine geringgradige Reduktion der Schlaganfallgröße in DTX 

behandelten transgenen Tieren. Diese war jedoch nicht statistisch signifikant.  

Anhand des Bederson score und Grip test konnte jedoch eine funktionelle 

Verschlechterung der Versuchstiere an Tag 1 nach 60 min tMCAO und Tag 3 nach 30 

min tMCAO festgestellt werden. 

Es war es in unseren Studien notwendig, die Zeit der Okklusion während tMCAO von 

60 auf 30 Minuten zu reduzieren, da es nach 60-minütiger tMCAO zu einer erhöhten 

Sterblichkeit der Versuchstiere kam. Dies war schon in bisherigen Arbeiten 

beschrieben worden. Schulte-Herbrüggen et al. beobachteten eine Sterblichkeit von 

71% unter BALB/c Mäusen 24 Stunden nach einstündiger tMCAO [174]. Nach 72 h 

waren alle Tiere der Versuchsgruppe gestorben. Eine mögliche Ursache besteht in den 

größeren Hirninfarkten, die in diesen Tieren im Vergleich zu C57/B6 oder 129SV 

Mäusen trotz der gleichen Okklusionszeit induziert wurden [174]. Eine Reduktion der 

Okklusionszeit auf 45 Minuten erhöhte das Überleben der Versuchsgruppe auf 64% 

[174]. 

Nach Fertigstellung unserer experimentellen Arbeiten erschien eine Publikation von 

Gelderblom et al., die sich ebenfalls der Rolle dendritischer Zellen im ischämischen 

Schlaganfall widmete [175]. Hier konnte herausgefunden werden, dass CD11c+ 
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dendritische Zellen nach Schlaganfall in der Penumbra 24 Stunden nach Schlaganfall 

insbesondere in der Nähe von Blutgefäßen lokalisiert sind. Im Mausmodell wurden 

nach tMCAO unterschiedliche DC Subgruppen analysiert, darunter die plasmazytoiden 

B220+ Dendritischen Zellen, darüber hinaus cDCs mit der Markerkonstellation B220-

−Ly6C-−CD64-−F4/80low und von Monozyten abstammende DCs mit Ly6Cint-F4/80int-

SSCint-CD64int [175].Dabei stellten cDCs die häufigste Subgruppe an Tag 1 und 3 dar, an 

Tag 7 nach tMCAO war die Anzahl der cDCs bereits wieder abnehmend. Die 

Untergruppe der cCDs konnte weiterhin als IRF4+/CD172a+ DCs (cDC2s) klassifiziert 

werden [175]. Für die gezielte Depletion von dendritischen Zellen wurde von 

Gelderblom et al. das CD11c-DOG Mausmodell verwendet. Wie auch im Kapitel 

„Limitationen dieser Untersuchungen“ dargestellt, hat dieses Mausmodell im Vergleich 

zum CD11c-DTR Modell den Vorteil, dass auch höhere Dosen mit wiederholten Gaben 

von DTX von den Tieren gut vertragen werden [158]. Es konnte gezeigt werden, dass in 

DTX-behandelten CD11c-DOG Mäusen nach tMCAO eine Reduktion des 

Infarktvolumens erreicht werden konnte [175]. Darüber hinaus ergab sich auch ein 

besseres neurologisches Outcome sowie eine geringere Sterblichkeit in diesem 

Mausmodell [175]. Im Zusammenhang mit der CD11c-Depletion in dieser Studie 

konnte des Weiteren auch eine Reduktion von neutrophilen Granulozyten nach tMCAO 

im infarzierten Hirngewebe gesehen werden. Eine Immigration von neutrophilen 

Granulozyten scheint abhängig zu sein von der Produktion von IL-17A durch γδ T-Zellen 

[175]. Konsistent mit den bisherigen Ergebnissen wurde auch eine verminderte 

Produktion von IL-17A nach CD11c Depletion nachgewiesen. Über quantitative real-

time PCR konnte schließlich gezeigt werden, dass CD11c-DOG Mäuse nach DTX 

Behandlung weniger IL-23 exprimieren [175]. Die Produktion konnte über ein 

geschicktes Experiment mittels vorherigem durchflusszytometrischem Cell sorting der 

Population an cDC2 zugeordnet werden. Insgesamt wurde die wichtige Rolle von IL-23 

auch über die Analyse eines IL-23-/- Mausmodells bestätigt. In diesem Modell fehlt auf 

T-Zellen ein Rezeptor für IL-23, nachfolgend konnte eine verminderte Produktion von 

IL-17 nachgewiesen werden [175].  
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Im Unterschied dazu zeigten unsere Versuchsergebnisse keine statistisch signifikante 

Reduktion des Infarktvolumens nach CD11c-Depletion nach tMCAO. Dies kann 

unterschiedliche Gründe haben, insbesondere die Entwicklung einer Myokarditis nach 

DTX Injektion im CD11c-DTR Modell [176]. Die Ergebnisse dieser Studie sind weiter 

unten im Kapitel „Limitationen dieser Untersuchungen“ im Detail aufgeführt. Zudem 

war in unserem Modell eine verkürzte tMCAO Zeit notwendig, da BALB/c Mäuse eine 

höhere Empfindlichkeit nach tMCAO aufwiesen [174]. Insgesamt zeigte sich nach 60 

min tCMAO an Tag 1 allenfalls eine leichte Tendenz zu geringerem Infarktvolumen 

nach CD11c-Depletion.  

 

4.4. Die Expression von Zytokinen wird durch die Depletion dendritischer Zellen 

beeinflusst 

Nach ischämischem Schlaganfall kommt es zur Freisetzung verschiedener Zytokine im 

Hirngewebe. Zu den wichtigsten Zytokinen im Frühinfarkt gehören IL-1β, IL-6 und TNF-

α [177, 178]. Die Rolle von TNF-α konnte in bisherigen Studien nicht eindeutig 

zugeordnet werden. So konnte durch die Administration eines TNF-α-Antikörpers in 

Mäusen nach tMCAO eine Reduktion des Schlaganfallvolumens erzielt werden [179], 

während in TNF-KO Mäusen eine Zunahme des Schlaganfallvolumens nach tMCAO 

festgestellt werden konnte [180-182]. Somit scheint TNF-α sowohl eine neurotoxische 

als auch neuroprotektive Wirkung im Schlaganfall zu haben. 

Für IL-1β ergab sich in einer Vielzahl von Studien der Hinweis auf eine neurotoxische 

Rolle nach tMCAO [183, 184]. IL-1β wird sowohl von Astrozyten und 

Mikroglia/Makrophagen, als auch von Endothelzellen und Neuronen produziert [177, 

185]. 

Für IL-6 konnte im Tiermodell eine eher neuroprotektive Rolle festgestellt werden 

[177]. So zeigten IL-6-KO Mäuse größere Infarkte nach einstündiger tMCAO, wenn 

deren Körpertemperatur der von Wildtyp-Mäusen entsprach [186]. Ohne zusätzliche 

Behandlung mittels Wärmelampe zeigten diese Tiere eine reduzierte 

Körpertemperatur sowie ähnliche Infarktgrößen wie Wildtyp Mäuse [186].  
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Für TGF-β sind bisher Hinweise auf eine immunprotektive Rolle gefunden worden: So 

spielt TGF-β eine Rolle bei der Hemmung von CD4 T-Zellen sowie TH2-Zellen und 

aktiviert regulatorische T-Zellen, welche nach Schlaganfall tendenziell protektiv wirken 

[22, 71]. Darüber hinaus verhindert TGF-β zusammen mit IL-10 die 

Antigenpräsentation durch dendritische Zellen [22, 187]. Auch hier erfolgt die 

Produktion durch Mikroglia und Makrophagen [22]. 

In unserer Studie wurden unterschiedliche Effekte durch die Depletion dendritischer 

Zellen auf die Expression von Interleukinen nach Schlaganfallinduktion auffällig. Nach 

Administration hoher Dosen Diphterietoxin sowie 60 Minuten tMCAO kam es in den 

infarzierten Cortices von DTX behandelten transgenen Tieren an Tag 1 zu einer 

Reduktion der mRNA Expression von IL-1β, IL-6 und TGF-β. Bei niedriger Depletionsrate 

und 30 Minuten tMCAO zeigte sich an Tag 1, bis auf eine leichte Verminderung der 

TGF-β Expression, keine Änderung der Zytokinexpressionen. Drei Tage nach 30 

Minuten tMCAO zeigte sich schließlich eine vermehrte Expression von IL-1β, IL-6 und 

TNF-α sowie eine leicht verminderte Expression von TGF-β nach CD11c-Depletion.  

Für diese Unterschiede in den Expressionsraten kommt eine Vielzahl von Ursachen in 

Frage: 

Zum einen war es, wie bereits erwähnt, in unseren Untersuchungen notwendig, die 

Dauer der cerebralen Okklusion auf 30 Minuten zu verringern. Nach einstündiger 

tMCAO und hoher Depletionsrate verminderte sich die Expression von IL-1β und IL-6 in 

DTX behandelten CD11c-DTR Tieren, während die Expression der beiden Zytokine nach 

halbstündiger tMCAO und niedrigerer Depletionsrate nach 24 Stunden nahezu 

gleichblieb. Es ist möglich, dass erst durch die Induktion großer Infarkte so viele CD11c+ 

dendritische Zellen in das Hirngewebe gelangen, dass eine Änderung der 

Zytokinexpression im Hirngewebe gemessen werden kann, was eine relevante 

Verminderung der Interleukine am Tag 1 nach großer Schlaganfallinduktion erklären 

würde, während an Tag 1 nach 30 min tMCAO keine große Änderung der Zytokine zu 

verzeichnen ist.  

Zudem wurden im zweiten Versuchsdurchlauf etwas geringere Depletionsraten 

erreicht. Drei Tage nach 30-minütiger tMCAO kehrte sich der Effekt um und CD11c-DTR 
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Tiere nach Behandlung mit DTX wiesen eine erhöhte Expression von IL-1β und IL-6 auf. 

In einer 2012 erschienenen Publikation von Tittel et al. konnte gezeigt werden, dass 

CD11c-DTR und auch CD11c-DOG Mäuse 24 Stunden und 72 Stunden nach Depletion 

dendritischer Zellen eine Neutrophilie entwickeln [188]. Dafür seien unterschiedliche 

Mechanismen verantwortlich: 24 Stunden nach der Depletion käme es 

chemokinbedingt (vor allem CXCL1 und CXCL2) zu einer Freisetzung von 

polymorphkernigen Granulozyten aus dem Knochenmark [188]. Nach einer Publikation 

von Birnberg et al. scheint die Neutrophilie nach 72 Stunden dahingegen eher durch 

eine erhöhte Myoproliferation nach Depletion dendritischer Zellen bedingt zu sein 

[189]. Insgesamt könnte also in unserer Studie die vermehrte Interleukin-Produktion 

nach drei Tagen auch durch die nachfolgende Neutrophilie bedingt sein und den Effekt 

der verminderten Produktion an Tag 1 wettmachen.  

Es konnte gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten 24 bis 72 Stunden nach 

Schlaganfallinduktion aus dem Blut ins Gehirn einwandern und nach 72 Stunden das 

Maximum an neutrophilen Granulozyten erreicht wird [54, 190]. Eine Akkumulation 

neutrophiler Granulozyten konnte im infarzierten Hirngewebe in unterschiedlichen 

Studien sowohl an Ratten als auch an Mäusen nachgewiesen werden [191, 192]. 

Zudem konnte gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten den Hauptteil an 

Immunzellen im Gehirn an Tag 3 nach tMCAO darstellen [54]. Sie scheinen auch eine 

Rolle in der Aggravation von Hirninfarkten zu spielen, mechanistisch ist dies zum einen 

durch mikroangiopathische Verschlüsse über Leukozyten-Plättchen-Aggregate zu 

erklären [193]. Selbst in Patienten konnte nachgewiesen werden, dass diese Aggregate 

aus Granulozyten und Plättchen sogar bis in die subakute Phase des Schlaganfalls 

persistieren [194]. Zum anderen ist die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies 

sowie Matrixmetalloproteinasen wichtig, welche eine weitere Entzündung begünstigen 

und so die Bluthirnschranke stören [51, 195]. Die Neutrophilie, welche als 

unerwünschter Nebeneffekt durch die CD11c Depletion induziert wird, könnte somit 

auch mehrere Tage nach tMCAO in Mäusen zu einer Verschlechterung des Outcomes 

führen. Hierzu sind weiterführende Studien mit längerer Beobachtung nach tMCAO 

notwendig. 
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Des Weiteren könnte die Zytokinproduktion auch auf Mikroglia oder 

Monozyten/Makrophagen zurückzuführen sein, da bei diesen ebenfalls eine 

Produktion von IL-1β und TNF-α früh nach Schlaganfall bekannt ist [46, 47]. Möglich ist 

hier eine Interaktion von dendritischen Zellen und Mikroglia/Makrophagen, deren 

Proliferation durch die Anwesenheit dendritischer Zellen gehemmt oder reguliert wird, 

beispielsweise auch durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen [22]. Nach 

Wegfall einer regulatorisch hemmenden Funktion könnten somit Mikroglia, 

Monozyten und Makrophagen in ihrer Funktion überwiegen und vermehrt IL-1β und 

IL-6 ausschütten. 

Insgesamt zeigte sich in allen unseren drei Versuchsreihen keine Änderung des 

Schlaganfallvolumens nach CD11c-Depletion. Dies ist auch in Einklang zu bringen mit 

der Änderung in der Zytokinexpression, da sich die mRNA Expression sowohl von eher 

neuroprotektiven (IL-6) als auch neurotoxischen Zytokinen (TNF-α, IL-1β) ändert. 

Möglicherweise kommt es somit zu einer Aufhebung jeweils protektiver und 

destruierender Effekte.  

Einzig für TGF-β ergibt sich in allen Versuchsreihen durchgängig eine mäßige bis starke 

Verminderung der Expression nach CD11c Depletion. TGF-β werden vornehmlich 

protektive Effekte zugeschrieben, wie etwa die Wahrung einer intakten 

neurovaskulären Interaktion und die Vermeidung einer hämorrhagischen 

Transformation [196]. Zudem wirkt TGF-β anti-apoptotisch [197]. Zum Zeitpunkt 

unserer Untersuchungen bis drei Tage nach tMCAO hatte TGF-β keinen Effekt auf die 

Infarktgröße in den Versuchsgruppen. Für zukünftige Studien wäre von Interesse, ob 

sich dieser relative Mangel von TGF-β im weiteren zeitlichen Verlauf von Tagen oder 

sogar Wochen auf das Outcome der Versuchstiere negativ auswirkt. 

 

4.5. Limitationen dieser Untersuchungen 

Unsere Untersuchungsergebnisse unterliegen einigen Einschränkungen, welche in 

zukünftigen Projekten untersucht werden könnten.  

Aufgrund technischer Einschränkungen war es uns nicht möglich, die Lokalisation und 

die Anzahl der dendritischen Zellen im Gehirn vor und nach Schlaganfallinduktion zu 
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untersuchen. In bisherigen Publikationen war bereits eine Infiltration von 

dendritischen Zellen in infarzierten Mäusegehirnen gefunden worden. cDCs 

(Oberflächenexpression von CD11b und CD103) waren im Hirngewebe gesunder 

Mäuse hingegen nicht nachweisbar [1, 198]. 

In einer weiteren Studie konnte mittels fluoreszierender Zellen gezeigt werden, dass 

sich CD11c+ Zellen im ischämischen Hirngewebe sammeln. Dabei stellte man fest, dass 

Zellen, welche die Blut-Hirn-Schranke passiert haben, vor allem im Infarktzentrum 

lokalisiert sind [77]. CD11c+ Zellen, die von hirneigenen dendritischen Zellen 

stammten, fanden sich vor allem in der Infarktperipherie [1, 77].  

Aufgrund der Mortalität unserer Versuchstiere war es uns nicht möglich, die Tiere 

längere Zeit nach tMCAO zu analysieren. Es ist möglich, dass dendritische Zellen als 

Verbindungsglieder der adaptiven und natürlichen Immunantwort erst zu einem 

späteren Zeitpunkt eine wichtige Rolle spielen. 

Insgesamt zeigte sich keine Änderung der Schlaganfallgrößen bis zu Tag 3 nach tMCAO, 

sodass wir nicht von einem relevanten Effekt auf die Größe des akuten Schlaganfalls 

ausgehen. Der klinische Zustand der Versuchstiere verschlechterte sich jedoch 

zusehends über die Tage, es kam zu einer erhöhten Mortalität in DTX vorbehandelten 

Tieren [1]. Wir vermuten, dass dies im Zusammenhang mit der Entwicklung einer durch 

DTX entwickelten Myokarditis stehen könnte. In einer Publikation, die kurz nach 

Beendigung der experimentellen Arbeit erschien, konnte gezeigt werden, dass Mäuse, 

die im Rahmen anderer Experimente zur Erforschung von Aspergillus fumigatus 

intratracheale Applikationen von DTX erhielten, innerhalb von 4-5 Tagen verstarben 

[176]. Dies galt ebenso für Kontrolltiere [176]. Hierbei zeigten sich in den Tagen nach 

der Administration von Diphterietoxin abnormale EKG-Kurven, welche auf eine 

schwere kardiale Erkrankung hindeuten [176, 199]. Zudem fand sich eine Infiltration 

mit neutrophilen Granulozyten im Myokard, welche die Diagnose einer schweren 

Myokarditis noch weiter untermauerte [176, 200]. Die Gesamtkonstellation erinnerte 

an das bereits im Menschen bekannte Brugada-Syndrom [176, 201]. Bereits in anderen 

Arbeiten war ein letaler Effekt nach DTX-Exposition an CD11c-DTR-Mäusen beobachtet 

worden, sodass eine aberrante Expression des Diphterietoxinrezeptors in Zellen 



56 
 

außerhalb des Immunsystems vermutet wurde [158]. Es konnte jedoch kein 

Diphterietoxinrezeptor auf Kardiomyozyten nachgewiesen werden [176]. Darüber 

hinaus bleibt fraglich, ob DTX allein ohne Einfluss des CD11c Promotors letal wirken 

kann, da dieses nicht über die Zellmembran aufgenommen werden kann [144]. In der 

Publikation wurde dieses Problem mittels hämatopoietischer 

Stammzelltransplantation umgangen [176]. Wildtyp-Mäuse erhielten zunächst eine 

knochenmarksdepletierende Bestrahlung und erhielten anschließend 

hämatopoietische Stammzellen aus dem Knochenmark von CD11c-DTR-Mäusen, in 

einer nachfolgenden DTX-Injektion konnte ein deutlich besseres Überleben der 

Versuchstiere beobachtet werden [176, 202]. Die Autoren folgerten daraus, dass es 

CD11c exprimierende Zellen im Herzen geben müsse, welche durch die DTX-Injektion 

geschädigt wurden [176]. Der durch das Toxin induzierte Zelltod könnte auch zu einer 

Entzündungsreaktion des umliegenden Gewebes führen. Hinweisend hierfür fanden 

sich im Myokardgewebe neutrophile Granulozyten [176]. Insgesamt lassen diese 

Ergebnisse darauf schließen, dass das schlechte funktionelle Outcome sowie die hohe 

Mortalität unserer transgenen Versuchstiere an Tag 3, welche mit Diphterietoxin 

behandelt wurden, an der Entwicklung einer Myokarditis lag, da die CD11c-DTR Mäuse 

keine wiederholten DTX Injektionen tolerieren. Für weitere Studien könnte man sich 

einer hämatopoietischen Stammzelltransplantation zur Erzeugung von Wildtyp 

BALB/c/DTR-CD11c Chimären bedienen. Dies würde sicherstellen, dass ein durch DTX 

verursachter zellulärer Schaden, der zu Zelluntergang und Depletion führt, nur an 

CD11c-exprimierenden Zellen der hämatopoietischen Linie erfolgt. Somit bestünde 

eine Möglichkeit, die Effekte der CD11c-Depletion auch über längere Zeiträume nach 

tMCAO zu untersuchen. 

Als weiteres alternatives Mausmodell gelten CD11c-DOG Mäuse. Dieses Mausmodell 

wurde entwickelt, als auffällig wurde, dass CD11c-DTR Mäuse wiederholte DTX 

Injektionen nicht gut tolerieren [158]. Hochweller et al. behandelten eine Gruppe 

jeweils von CD11c-DOG Mäusen und CD11c-DTR Mäusen für 8 Tage mit täglichen 

Injektionen von DTX. Hierbei waren von der CD11c-DTR Gruppe bis zum achten Tag alle 

Versuchstiere verstorben [158]. In der Gruppe der CD11c-DOG Mäuse ergab sich trotz 



57 
 

wiederholter DTX Injektionen ein deutlich besseres Gesamtüberleben der 

Versuchstiere [158].  

Darüber hinaus gibt es Unterschiede zwischen dendritischen Zellen im Menschen und 

in Mäusen, weshalb die direkte Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen nur 

begrenzt möglich ist [162]. So finden sich im Immunsystem von Menschen und Mäusen 

bereits grundlegende Unterschiede. Beispielsweise besteht die Leukozytenpopulation 

im Blut von Menschen zu 50-70% aus Neutrophilen, während in Mäusen Lymphozyten 

vorherrschen (75-90%)[22, 203]. Studien an humanem, lymphatischen Gewebe sind 

wesentlich seltener als an murinem Gewebe. Für die Untersuchungen von 

menschlichem Gewebe kann in erster Linie Blut gewonnen werden [95]. Die meisten 

Studien an humanem Gewebe fanden daher im Blut statt. Hier finden sich vor allem 

unreife und plasmacytoide dendritische Zellen [95]. Dendritische Zellen aus der Milz 

und den Tonsillen zeigen sich jedoch auch im Menschen sehr heterogen und 

exprimieren neben CD11c auch CD4 und CD11b. Insgesamt muss man von einer 

ähnlichen Komplexität wie im Mausmodell ausgehen [95]. Des Weiteren muss man 

bedenken, dass Labormäuse unter nahezu sterilen Bedingungen gehalten werden und 

daher wenig Kontakt mit Infektionserregern haben [95]. Es ist daher wahrscheinlich, 

dass in diesem Zustand die meisten dendritischen Zellen Selbst-Antigene präsentieren 

und eher Toleranz in T-Zellen induzieren [95]. Viele dendritische Zellen verbleiben 

wahrscheinlich auch in einem quieszenten, frühen Stadium und sind zunächst nicht in 

der Lage, mit T-Zellen zu interagieren. Erst ein Kontakt mit neuen, vor allem 

mikrobiellen Antigenen führt schließlich zur weiteren Differenzierung und Aktivierung 

der dendritischen Zellen [95]. 

Auch die Ergebnisse aus der Methodik der tMCAO, also der vorübergehenden 

Okklusion der A. cerebri media mittels Verschlussfilament im Tiermodell, sind nur 

bedingt auf den menschlichen Schlaganfall in der Klinik übertragbar. So unterscheiden 

sich die Gehirne von Mäusen und Menschen schon in ihrer anatomischen und 

funktionellen Organisation [204]. In menschlichen Gehirnen macht die weiße Substanz 

60% der Gehirnmasse aus, dahingegen bestehen Mäusegehirne nur zu 10% aus weißer 

Substanz [205]. Auch der Circulus arteriosus Willisii, der für die Kollateralisierung der 
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Hirnarterien unabdingbar ist, ist im Mausmodell weniger gut ausgeprägt als im 

Menschen. So lässt sich nur in 10% der C57Bl/6J Mäuse ein vollständiges Gefäßnetz 

finden [204, 206].  

Ein weiterer wichtiger Unterschied besteht darin, dass im Mausmodell vorwiegend 

junge, sonst gesunde und unter sterilen sowie standardisierten Bedingungen gehaltene 

Tiere untersucht werden. Vom klinischen Schlaganfall sind jedoch meist betagte 

Personen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund, verschiedenen 

Komorbiditäten sowie vorbestehender Polymedikation betroffen [207]. 
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5. Zusammenfassung 

Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob dendritische Zellen eine Rolle beim 

ischämischen Schlaganfall spielen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde ein 

Mausmodell gewählt, in dem es nach Administration von Diphterietoxin zur selektiven 

Depletion CD11c positiver Zellen kommt (C.FVB-Tg(Itgax-DTR/EGFP)57Lan/J) [144]. 

Hierbei wird der Diphterietoxinrezeptor unter dem CD11c Promotor (ITGAX) 

exprimiert. Aufgrund der Wiederherstellung dendritischer Zellen nach ca. 24 Stunden 

waren wiederholte Applikationen von Diphterietoxin notwendig. Die 

Zusammensetzung anderer Immunzellen wurde dabei im Wesentlichen nicht geändert.  

Für eine Schlaganfallinduktion wurde eine tMCAO (transient middle cerebral artery 

occlusion) durchgeführt [147]. Hierbei wird durch Okklusion der A. cerebri media 

mittels Verschlussfilament für 30 oder 60 Minuten ein Schlaganfall im 

Mediastromgebiet induziert.  

Es wurden unterschiedliche Verschlusszeiten, Zeitpunkte und Depletionsraten 

untersucht. In keinem der Versuchsansätze kam es zu einer signifikanten Veränderung 

des Schlaganfallvolumens nach Depletion CD11c positiver Zellen.  

Mittels quantitativer real-time PCR wurde die Expression unterschiedlicher Zytokine 

nach tMCAO und CD11c-Depletion untersucht. An Tag 1 nach Schlaganfallinduktion 

und hoher Depletionsrate ergab sich eine Verminderung der Expression von IL-1β und 

IL-6, während an Tag 3 und niedriger Depletionsrate die Expression dieser Zytokine 

nach CD11c-Depletion zunahm. Grund hierfür könnte die Expression dieser Zytokine 

durch andere Zellen des Immunsystems, wie etwa neutrophile Granulozyten oder 

Mikroglia/Makrophagen sein, die möglicherweise einer regulatorischen Funktion durch 

die Interaktion von Dendritischen Zellen und regulatorischen T-Zellen unterliegen. 

Weitere experimentelle Ansätze sind notwendig, um diese Fragestellung beantworten 

zu können.  

TGF-β zeigte durchgehend in allen Versuchsanordnungen eine verminderte Expression 

nach der Depletion dendritischer Zellen. Es ist naheliegend, dass dieses 

neuroprotektiv-regulatorische Zytokin direkt einer Produktion durch dendritische 

Zellen oder von nachfolgend aktivierten T-Zellen unterliegt.  



60 
 

In immunhistochemischen Studien konnte des Weiteren keine Änderung des 

Immigrationsverhaltens von CD11b+ Zellen ins Gehirn gesehen werden.  

Diese Studie unterliegt jedoch einigen Limitationen. So stellte sich im Laufe der 

Experimente heraus, dass die wiederholte Applikation von Diphterietoxin zu einer 

erhöhten Mortalität der Versuchstiere führte. Nach Fertigstellung der Experimente 

erschien hierzu eine Publikation, welche die wiederholte Administration von DTX und 

die Entwicklung einer Myokarditis im gewählten Mausmodell in Zusammenhang 

brachte [176]. 
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Appendix  

I. Abkürzungsverzeichnis 

ATP  Adenosintriphosphat 

bDCs  resident brainDC 

BSA  bovines Serumalbumin 

CCR7  chemokine receptor type 7 

cDC  konventionelle dendritische Zellen  

cDNA  copy Desoxyribonukleinsäure 

CD11c-DTR C.FVB-Tg(Itgax-DTR/EGFP)57Lan/J Mäuse  

CT  Cycle Threshold 

DAMPs  danger-associated molecular patterns 

DCs  Dendritische Zellen 

DTX  Diptherietoxin 

EGFP  enhancend green fluorescent protein 

FACS  fluorescence activated cell sorting  

Flt3   fms-like Tyrosinkinase 3 

FOXP3  forkhead box Protein P3  

GFP  Green Fluorescent Protein 

hbEGF  heparin binding EGF-like growth factor  

HMGB1 high-mobility group box 1 Protein 

HSP  heat shock protein 

ICAM   Intercellular Adhesion Molecule 1 

IFN  Interferon 

IL  Interleukin 

Itgax  CD11c Promotor 

KG  Körpergewicht  

LFA-1   leucocyte function associated molecule 

MDP  Makrophagen und Dendritische Zell Vorläufer  

MHC-II  major histocompatibility complex 

MMP  Matrix-Metalloprotease 



 
 

MOG  Myelin Oligodendrozyten Protein  

NAD/H  Nikotinamid Adenin Dinukleotid 

NADP/H Nikotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat 

NK   Natürliche Killerzellen 

NKT  Natürliche Killer T-Zellen 

PBS  Phospate buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 

pDC  plasmazytoide dendritische Zellen  

RNA  Ribonukleinsäure 

RT  Raumtemperatur 

rt-PA  gewebsspezifischer Plasminogenaktivator 

TGF-β  Transforming Growth Factor β 

t/pMCAO transient/permanent middle cerebral artery occlusion 

TLR  Toll-like Rezeptoren 

TNF-α  Tumor Nekrose Faktor α 

Treg  regulatorischen T-Zellen 

TTC   Triphenyltetrazolium Chlorid 

WT  Wildtyp 

ZNS  Zentrales Nervensystem 
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