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Abkürzungsverzeichnis	

5-HT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin 

AC Adjacent Cortex, an den Infarkt angrenzender Kortex 

AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, α-Amino-3-
Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropion-Säure 

ATP Adenosintriphosphat 

BDNF brain-derived neurotrophic factor, vom Gehirn stammender neurotropher 
Faktor 

BZ Border Zone, Grenzzone 

CA1, CA2, CA3 Cornu Ammonis Sektor 1, 2 und 3 

CT Computertomographie 

DG Gyrus dentatus 

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor, Granulozyten-Kolonie-stimulie-
render Faktor 

G-CSF (-/-) G-CSF-defiziente Tiere 

GABA γ-Aminobuttersäure 

IBZ Immediate Border Zone, unmittelbare Grenzzone 

Jak1 und Jak2 Januskinase 1 und 2 

MCAO Medial Cerebral Artery Occlusion, Okklusion der Arteria cerebri media 

MRT Magnetresonanztomographie 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 

PI 3-kinase-Akt Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase mit Aktivierung von 
Proteinkinase B 

Pir Piriformer Kortex 

Ras-MAPK pathway Mitogen-activated protein pathway, Mitogen-aktivierter Protein-
Signalweg 

rt-PA rekombinanter Gewebe-spezifischer Plasminogenaktivator, Alteplase 

S2 Sekundärer somatosensorischer Kortex 

SD Standard deviation, Standardabweichung 

Src-Kinasen Sarcoma-Kinasen 

STAT-Protein Signaltransduktoren und Aktivatoren von Transkriptionsproteinen 

TIA Transiente ischämische Attacke 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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1.	Einleitung	und	Fragestellung	

Die Therapie und Prophylaxe des ischämischen Schlaganfalles beruhen mit der Thrombolyse, 

endovaskulären Interventionen, Gerinnungshemmung sowie neuerdings mechanischer Thromb-

ektomie auf Mechanismen, die am Gefäßsystem angreifen. In Anbetracht der hohen Inzidenz, 

Mortalität und Morbidität des ischämischen Schlaganfalles wären eine Prophylaxe sowie eine 

neuroprotektive und neuroregenerative Therapie wünschenswert. So wurde in den letzten drei 

Jahrzehnten intensiv an einer großen Anzahl von Substanzen und Techniken geforscht, bei denen man 

Hoffnungen hegte, dass sie neuroprotektiv oder -regenerativ wirken. Angriffspunkte für 

Neuroprotektiva, welche die noch zu Regeneration fähige Penumbra schützen sollen, gibt es viele. 

Viele der potenziellen Kandidaten sind schon aus dem Rennen, andere noch Gegenstand präklinischer 

oder klinischer Forschung (Sutherland et al., 2012, Minnerup et al., 2012, Sommer, 2017). 

Ein Erfolg versprechender Kandidat ist der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (G-CSF). In 

Schlaganfall-Modellen an Mäusen konnten neuroprotektive und neuroregenerative Wirkungen von G-

CSF demonstriert werden (Six et al., 2003, Schabitz et al., 2003, Gibson et al., 2005, Schneider et al., 

2005a). In einer Phase IIa-Studie konnte gezeigt werden, dass die Gabe von G-CSF zwölf Stunden nach 

einem Schlaganfall sicher ist und von Patienten gut toleriert wird (Schabitz et al., 2010). In einer ersten 

großen klinischen Phase III-Studie ging die Gabe von G-CSF allerdings nicht mit einer signifikanten 

Besserung in verschiedenen Schlaganfall-Scores nach 90 Tagen einher (Ringelstein et al., 2013). 

Neurone exprimieren den G-CSF-Rezeptor und dieser wird nach Ischämie vermehrt exprimiert 

(Schabitz et al., 2003). Experimente an Nagern zeigten, dass G-CSF antiapoptotisch wirkt und die Angio-

und Neurogenese stimuliert (Minnerup et al., 2009, Komine-Kobayashi et al., 2006, Lee et al., 2005). 

Weiterhin bewirkt die Gabe von G-CSF in Mäusen und Ratten nach akutem Schlaganfall ein 

vermindertes Infarktvolumen (Schneider et al., 2005a, Six et al., 2003). G-CSF-defiziente Mäuse zeigten 

größere Infarktvolumina als Wildtyp-Mäuse. Dieser Effekt konnte in G-CSF-defizienten Tieren durch 

die Gabe von G-CSF rückgängig gemacht werden (Sevimli et al., 2009). 

Die vorliegende Arbeit soll untersuchen, ob der neuroprotektive Effekt des endogenen G-CSF-Systems 

möglicherweise durch Veränderungen der neuronalen Ligandenbindungsdichten exzitatorischer oder 

inhibitorischer Synapsen im frühen Zeitraum nach fokaler Ischämie vermittelt wird. Dazu wurden 24 

Stunden nach 45-minütiger fokaler Ischämie in Gehirnen von Wildtyp-Tieren, G-CSF-defizienten 

Mäusen und G-CSF-defizienten Mäusen, welchen G-CSF substituiert wurde, Infarktvolumina sowie 

Ligandenbindungsdichten exzitatorischer NMDA- und AMPA-Rezeptoren und inhibitorischer GABAA- 

und 5-HT1A-Rezeptoren in Kortexarealen im Ischämiekern, im peri-ischämischem und kontralateralen 

Kortex sowie in Hippocampus-Arealen untersucht. 
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2.	Literaturdiskussion	

2.1	Schlaganfall	

Laut Definition der Weltgesundheitsorganisation ist ein Schlaganfall ein sich rasch entwickelndes 

Zeichen einer fokalen oder globalen Störung der zerebralen Funktion, wobei die Symptomatik 24 

Stunden oder länger andauert oder zum Tod führt, ohne dass eine Ursache außer einer vaskulären 

gefunden werden kann (Sacco et al., 2013). Nach dem klinischen Verlauf wird unterschieden zwischen 

kompletten Schlaganfällen und transienten ischämischen Attacken, wobei letztere definiert sind als 

neurologische Symptome vaskulärer Ätiologie, welche sich innerhalb 24 Stunden zurückbilden. Dabei 

wird davon ausgegangen, dass bei einer Rückbildung von Symptomen innerhalb von 24 Stunden kein 

bleibender Gehirnschaden vorliegt (Kidwell und Warach, 2003). 

In den letzten Jahren wandten sich einige Autoren von dem Begriff TIA ab, mit der Begründung, dass 

ausreichend detailreiche Bildgebung mit Diffusions-Tensor-Bildgebung zeigte, dass die Mehrzahl aller 

als TIA diagnostizierter Schlaganfälle mit bleibenden strukturellen Hirnschäden einhergehen (Kidwell 

und Warach, 2003). Auch tierexperimentelle Daten deuten auf strukturelle Veränderungen auch bei 

sehr kurzen Ischämieperioden hin (Sommer, 2008). 

2.1.1	Epidemiologie	

In Industrienationen ist der Schlaganfall die fünfthäufigste Todesursache (Centers for Disease Control 

and Prevention, 2016), wobei die Inzidenz vor allem in Schwellenländern in den nächsten 20 Jahren 

ansteigen wird. Weltweit ist mit 87 % die Mehrheit der Schlaganfälle ischämisch bedingt (Donnan et 

al., 2008). 

In der Europäischen Union mit 450 Millionen Einwohnern wird jährlich mit circa einer Million 

Schlaganfällen gerechnet (Kolominsky-Rabas et al., 2006). Dabei sind Männer mit einer jährlichen 

Inzidenzrate von 200/100.000 in Deutschland stärker betroffen als Frauen mit 170/100.000. Im 

höheren Alter steigt das Risiko für einen Schlaganfall deutlich an; 80 % der Schlaganfälle in Deutschland 

ereignen sich bei über 60-Jährigen. Auf Grund der Alterung der deutschen Bevölkerung wird 

hierzulande mit einer jährlichen Zunahme der Schlaganfälle von 2 % gerechnet (Kolominsky-Rabas, 

2004). 

2.1.2	Mortalität	und	Folgen	

Die Sterblichkeit nach einem Schlaganfall liegt in den ersten vier Wochen bei 15 - 20 % (Poeck und 

Hacke, 2006), im ersten Jahr bei circa 40 % (Kolominsky-Rabas, 2004). 

Schlaganfälle sind in Industrienationen die führende Ursache für dauerhafte Behinderungen: Von den 

Patienten, die das erste Jahr nach dem Insult überleben, sind 64 % pflegebedürftig und 15 % müssen 
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in Pflegeeinrichtungen versorgt werden (Kolominsky-Rabas, 2004). Weiterhin sind Schlaganfälle eine 

der Hauptursachen für Depression, Demenz, Epilepsie und Stürze (Wolfe, 2000). 

2.1.3	Risikofaktoren	und	Prävention	

Zu den nicht modifizierbaren Risikofaktoren für ischämische Insulte gehören hohes Lebensalter, 

männliches Geschlecht und genetische Disposition für kardio- und zerebrovaskuläre Ereignisse. So 

verdoppelt sich das Schlaganfallrisiko mit jeder Dekade ab dem 55. Lebensjahr und Männer haben ein 

24 bis 30% erhöhtes Risiko. Bei positiver Familienanamnese eines erstgradig Verwandten ist das Risiko 

um das 1,9-Fache erhöht (Poeck und Hacke, 2006). Eine transitorische ischämische Attacke erhöht das 

Risiko für einen Schlaganfall in den nächsten fünf Jahren um das 7-Fache (Kuller, 2000). 

Die bedeutendsten modifizierbaren Risikofaktoren sind arterielle Hypertonie und Vorhofflimmern, 

welche das relative Risiko um das 3- bis 5-fache beziehungsweise 6 bis 16-fache erhöhen. Die arterielle 

Hypertonie spielt auf Grund der höheren Prävalenz in der Bevölkerung die wichtigste Rolle. Sonstige 

kardiale Erkrankungen, Zigarettenrauchen, Diabetes mellitus, eine asymptomatische Karotisstenose 

sowie Bewegungsmangel und Hyperlipidämie sind weitere modifizierbare Risikofaktoren (Poeck und 

Hacke, 2006). 

Auf diese Faktoren zielt die Primärprävention mit Lebensstiländerungen wie gesunder Ernährung, 

körperlicher Aktivität, Nikotinabstinenz, moderatem Alkoholgenuss und Stressabbau (Fatahzadeh und 

Glick, 2006). Von den medizinischen Interventionen sind die Behandlung einer Hypertonie (Goldstein 

und Hankey, 2006), Therapie mit Antikoagulanzien bei Vorhofflimmern, Endarteriektomie bei 

Karotisstenosen und Behandlung einer Hypercholesterolerinämie (Kuller, 2000, Fatahzadeh und Glick, 

2006) die wirksamsten. 

2.1.4	Einteilung	

Die Entscheidung, ob bei einem Patienten ein ischämischer oder hämorrhagischer Insult oder eine 

Subarachnoidalblutung vorliegt, ist einer der wichtigsten und dringlichsten Schritte in der Behandlung 

des Schlaganfalles. Diese Einteilung ist nicht an Hand klinischer Befunde, sondern nur durch CT oder 

MRT vorzunehmen (Donnan et al., 2008). 

In Deutschland handelt es sich bei 78 % der Schlaganfälle um ischämische Insulte, in 13 % um 

hämorrhagische Insulte, in 4 % um Subarachnoidalblutungen und in 6 % ist aufgrund nicht 

durchführbarer Bildgebung keine Zuordnung möglich (Kolominsky-Rabas, 2004). 

2.1.5	Pathomechanismus	und	Histologie	

Ischämische Insulte resultieren aus Gefäßverschlüssen von über 80 % des Gefäßdurchmessers durch 

Thrombosen der Hirnarterien oder Emboli (Smith et al., 2005). Bevorzugt betroffen sind Äste der 

Arteria cerebri media oder das gesamte Mediaterritorium (Poeck und Hacke, 2006).  



  Seite 7 
 
Ursächlich für neurologische Symptome ist die unterbrochene Blut- und damit Sauerstoff- und 

Glukosezufuhr in einem Hirnareal. Da im Gehirn kein Glykogen gespeichert wird, führt eine Ischämie 

schon nach wenigen Sekunden zu neurologischen Ausfällen und nach 5 bis 10 Minuten zu 

Gewebeschäden (Fatahzadeh und Glick, 2006, Smith et al., 2005, Astrup et al., 1981). Im Infarktkern, 

dem Bereich im Zentrum der Minderdurchblutung, ist dieser Gewebeschaden irreversibel. In der 

Penumbra, welche den Infarktkern umgibt, ist die Durchblutung auf Grund bestehender Kollateralen 

noch so hoch, dass die Neurone dort überleben, wenn die Durchblutung innerhalb einer gewissen Zeit 

wieder vollständig hergestellt ist. Ist dies nicht der Fall, sterben auch die Neurone in der Penumbra ab 

und werden Teil des infarzierten Bereiches. Die Dauer bis zur irreversiblen Schädigung hängt dabei 

vom Grad der Abnahme des zerebralen Blutflusses ab (siehe auch 2.3.2, Fisher und Bastan (2012), 

Astrup et al. (1981)). 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Umbra und Penumbra.  

In ischämischen Hirnarealen fällt der intrazelluläre ATP-Spiegel auf Grund der reduzierten Neusynthese 

ab und es kommt zur Laktatazidose. Diese wiederum führt zum Verlust des zellulären Ionen-

Gleichgewichts, was wiederum zur Freisetzung von Neurotransmittern sowie zur Hemmung der 

Wiederaufnahme von Neurotransmittern führt. Besondere Bedeutung haben dabei die Glutamat-

Rezeptoren AMPA und NMDA (Xing et al., 2012). Die Freisetzung von Glutamat führt über diese 

Rezeptoren zu einem massiven Einstrom von Calcium. Dieser hat die Aktivierung von Phospholipasen, 

Proteasen, Lipasen und Nukleasen zur Folge, welche essentielle Zellbestandteile abbauen. Weiterhin 

kommt es durch die Aktivierung der AMPA- und NMDA-Rezeptoren indirekt auch zum Einstrom von 

Natrium und Wasser und somit zu Zellschwellung, Ödem und Reduktion extrazellulärer Räume (Lipton, 

1999). Reaktive Sauerstoffradikale, welche bei erhöhten intrazellulären Calzium-, Natrium- und ADP-

Spiegeln in ischämischen Zellen gebildet werden, schädigen Lipide, Proteine, Kohlenhydrate und 

Nukleinsäuren. Diese und andere, hier nicht dargestellte molekularen Mechanismen und Kaskaden 

münden in einem komplexen Prozess aus Nekrose, Apoptose und Autophagie (Xing et al., 2012). 
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Weiterhin sind die kortikalen „spreading depressions“ an der Schädigung des Hirngewebes nach 

Ischämie beteiligt. Dabei kommt es ab einem gewissen extrazellulären Kalium-Spiegel zum 

Zusammenbruch von Ionengradienten, zu beinahe kompletter dauerhafter Depolarisation und damit 

zum Verlust elektrischer Aktivität sowie zu Zellschwellung und der Zerstörung von Dendritenfortsätzen 

(Takano et al., 2007, Dreier, 2011). 

In Studien mit Positronen-Elektronen-Tomographie beim Menschen wurden Blutflusswerte ermittelt, 

welche über das Schicksal von Hirngewebe entscheiden: Das Gewebe im Infarktkern, in dem der 

regionale zerebrale Blutfluss unter 30 % des normalen Wertes (ca. 12 ml/100g/min) liegt, nekrotisiert 

unweigerlich. In der Penumbra liegt der regionale zerebrale Blutfluss während der ersten 48 Stunden 

bei 30-45 % des normalen Wertes (ca. 12-18 ml/100g/min). Besteht diese schlechte Sauerstoff-

versorgung weiter, infarziert auch dieses Gewebe (Heiss und Podreka, 2005, Ferrer et al., 2008). 

In Vergleichen zwischen frühem zerebralen Blutfluss und endgültigem Infarktvolumen, welche an 

Katzen mittels PET und MRT bestimmt wurden, zeigte sich, dass die initiale Penumbra 18 % des 

endgültigen Infarktvolumens ausmacht. Außerdem macht Gewebe, das ursprünglich ausreichend 

perfundiert wurde, 12 % des endgültigen Infarktvolumens aus (Heiss et al., 1994).  

2.1.6	Symptomatik	

Wenn der Zellschaden bei ausreichender Dauer und Schwere der Ischämie zu neurologischen 

Symptomen führt, liegt ein Schlaganfall vor (Ferrer et al., 2008). Die Symptomatik hängt dabei stark 

von der Lokalisation des Infarktes ab.  So zeigen sich beispielsweise bei Ischämie im Bereich der Arteria 

cererbi media – die im Rahmen dieser Arbeit experimentell okkludiert wurde – je nach Lokalisation der 

Schädigung unterschiedliche Symptome (siehe Tabelle 1). 

 

Lokalisation der Schädigung Symptomatik 

Parietallappen kontralateral des Ausfalls sensible, motorische oder sensomotorische Halbseiten-
symptome. 

Dominanter posteriorer Frontallappen Motorische Aphasie 

Dominanter superiorer Temporallappen Sensorische Aphasie 

Kontralateraler Parietallappen Verlust des lateralen Gesichtsfeldes 

Tabelle 1: Korrelation von ischämischem Gebiet und klinischer Symptomatik im 

Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media. 

Neben der Lokalisation hängt die Charakteristik der Schlaganfallsymptome von der Dauer der 

Okklusion, dem Vorhandensein von Kollateralen, dem arteriellen Blutdruck und der Körpertemperatur 

ab (Fatahzadeh und Glick, 2006, Klötzsch und Popescu, 2006). 
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2.1.7	Diagnostik	

Neben einer genauen Anamnese, wobei besonders der Zeitpunkt des Symptombeginns sowie dessen 

zeitlicher Verlauf zu klären ist, und einer körperlichen Untersuchung einschließlich detaillierter 

neurologischer Untersuchung, sowie einem baldigen Elektrokardiogramm und initialer 

Laboruntersuchungen hat die bildgebende Diagnostik herausragende Bedeutung (Klötzsch und 

Popescu, 2006, Jauch et al., 2013). Dabei hat die Computertomographie in der Akutphase des 

Schlaganfalles eine Schlüsselrolle, da sie die therapeutisch wichtige Unterscheidung zwischen 

intrazerebraler Blutung und ischämischem Insult ermöglicht und Lokalisation, Alter und Ausdehnung 

des Infarktes darstellen kann (Klötzsch und Popescu, 2006). 

2.1.8	Therapie	

Neben Basismaßnahmen stehen als kausal wirksame Therapien des ischämischen Schlaganfalles die 

Lysetherapie mit rekombinantem Gewebeplasminogen-Aktivator (National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995, Powers et al., 2015) sowie unterschiedliche 

endovaskuläre Interventionen (Powers et al., 2015, Jauch et al., 2013) zur Verfügung. Trotz intensiver 

Forschung an neuroprotektiven Substanzen, welche direkt auf Nervenzellen wirken, wurde noch keine 

in klinischen Studien wirksame Substanz gefunden (Minnerup et al., 2012). 

Lysetherapie	

Die frühe Rekanalisierung eines Gefäßverschlusses mit frühestmöglich verabreichtem rekombinanten 

Gewebeplasminogen-Aktivator ist mit einem stark verbessertem funktionellem Outcome und 

reduzierter Mortalität assoziiert (Rha und Saver, 2007), wobei die Lysetherapie mit leicht erhöhter 

Frühmortalität und einem höherem Risiko für Hirnblutungen einhergeht (Wardlaw et al., 2009). 

Zwischenzeitlich wurde das Zeitfenster für eine Lysetherapie auf 4,5 Stunden ausgedehnt, wobei die 

Mortalität nicht steigt (Hacke et al., 2008). Rt-PA wurde in Studien mit dem Thrombozyten-

aggregationshemmer Tirofiban kombiniert, welcher einer sekundären Thrombusbildung entgegen-

wirkt. Damit ist die Mortalität etwas niedriger als bei Therapie mit rt-PA alleine, allerdings konnte kein 

besseres funktionelles Outcome festgestellt werden (Siebler et al., 2011, Zaidat et al., 2018). Das 

Zeitfenster für Lysetherapie kann möglicherweise durch adjuvante Mittel wie beispielweise G-CSF, 

verlängert werden (Knecht et al., 2017). 

Endovaskuläre	Interventionen	

Obwohl die zeitnahe Applikation von rt-PA die Basis der Initialbehandlung darstellt, profitieren 

Patienten mit ischämischem Schlaganfall von mechanischer Thrombektomie. Stent-Retriever sind die 

Methode der Wahl und sollten bei Erfüllung aller Voraussetzungen möglichst schnell und innerhalb 

von sechs Stunden ab Symptombeginn angewendet werden (Powers et al., 2015). 
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Neuroprotektive	Substanzen	

Neuroprotektion zielt auf den Schutz von Neuronen in der Penumbra ab, dem Bereich um den 

Infarktkern, in dem Neurone die Minderdurchblutung überstehen können, sofern die Durchblutung 

innerhalb einer gewissen Zeit wiederhergestellt wird (vergleiche 2.1.5, Minnerup et al. (2012), 

Sutherland et al. (2012)). Neuroprotektive Substanzen setzen an verschiedenen molekularen 

Ansatzpunkten in ischämischen Zellen an, wobei für diese Arbeit insbesondere die Glutamat-

Rezeptoren eine wichtige Rolle spielen (vergleiche 2.1.5 und Sutherland et al. (2012)). 

Von den vielen Kandidaten für neuroprotektive Therapien hat sich bis jetzt keiner in klinischen Studien 

als wirksam gezeigt, es laufen allerdings noch Studien zu Neuroprotektiva, die in präklinischen 

Versuchen vielversprechende Erfolge zeigten. Ein aussichtsreiches neuroprotektives Therapieprinzip 

ist Hypothermie durch Oberflächenkühlung oder endovaskuläre Kühlung, welche in klinischen Studien 

als sicher befunden wurde. Daten zum Outcome fehlen allerdings noch (De Georgia et al., 2004, 

Hemmen et al., 2010). 

2.2	Granulozyten-Kolonie	stimulierender	Faktor	

Der Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF) ist ein Glykoprotein und Mitglied der Familie 

der Kolonie-stimulierenden Faktoren, welche die hämatopoetische Zellproliferation und Zell-

differenzierung steuern (Nagata et al., 1986). Da G-CSF für die vorliegende Fragestellung eine 

elementare Rolle spielt, sollen im Folgenden seine Struktur, Produzenten, Wirkung und Funktion sowie 

klinische Anwendung kurz dargelegt werden. 

2.2.1	Struktur	

Humanes G-CSF ist 19,6 kDa schwer und besteht aus 177 Aminosäuren (Schneider et al., 2005b). Im 

Blut befindet sich an Aminosäure Thr133 eine Sauerstoff-gebundene Gruppe, welche eine Aggregation 

des Glykoproteins verhindert. Die Struktur von G-CSF hat Ähnlichkeit mit anderen Wachstumsfaktoren 

wie unter anderem Wachstumshormon, Interferon-β, Interleukin-2 und Interleukin-4. Sie alle 

bestehen aus vier langen α-Helices, wobei je zwei Helices im Sinne einer up-up-down-down-

Verknüpfung zueinander parallel verlaufen. Eine fünfte kurze Helix verbindet Helices A und B 

miteinander (Abbildung 2; Hill et al. (1993)). 
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Abbildung 2: Bändermodell von humanem G-CSF. Aus Hill et al. (1993), Copyright 1993 

National Academy of Sciences. 

2.2.2	Produzenten	von	G-CSF	

Bekannte Produzenten von G-CSF sind Monozyten (Vellenga et al., 1988), Mesothelzellen, Fibroblasten 

(Koeffler et al., 1987, Kaushansky et al., 1988), und Endothelzellen (Zsebo et al., 1988), wobei  

Monozyten quantitativ am meisten G-CSF produzieren (Schneider et al., 2005b). Bei diesen Zellen ist 

die Produktion von G-CSF stark reguliert, nicht konstitutiv (Demetri und Griffin, 1991) und von Stimuli 

abhängig. Bakterielle Lipopolysaccharide (Vellenga et al., 1988), Interleukin-1, Tumornekrosefaktor-α 

(Koeffler et al., 1987) und Interleukin-4 stimulieren die Produktion von G-CSF (Wieser et al., 1989). 

Weiterhin wird G-CSF von Neuronen im Gehirn produziert und wirkt auf diese. Bei Nagern exprimieren 

besonders große Neurone im Kortex (vor allem in Schichten 2 und 5), im Hippocampus, in der 

subventrikulären Zone, im Kleinhirn, im Hirnstamm und im Bulbus olfactorius G-CSF. Stimulus für die 

Produktion und Exkretion von G-CSF durch Neuronen ist Ischämie (Schneider et al., 2005a, Schneider 

et al., 2005b). 

Auch beim Menschen wird G-CSF und dessen Rezeptor im gesamten zentralen Nervensystem in 

Neuronen, Gliazellen, Ependymzellen sowie Zellen des Plexus choroideus exprimiert. Dabei ist die 

Expression von G-CSF insbesondere in Kernen des Hirnstammes sowie des Vorderhirnes ausgeprägt. 

Im Kortex und im Hippocampus wird eine geringere Expression von G-CSF beschrieben (Ridwan et al., 

2014). 

2.2.3	Wirkung	und	Funktion	von	G-CSF	

Der	G-CSF-Rezeptor	

G-CSF wirkt über den G-CSF-Rezeptor, der Teil der Superfamilie der Hämatopoetin-Rezeptoren ist und 

wie andere Zytokin-Rezeptoren aus einer transmembranen Domäne und einer intrazellulären Signal-

Transduktionsdomäne besteht (Fukunaga et al., 1990). G-CSF bindet als homo-oligomerer Komplex an 
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den Rezeptor und aktiviert zytoplasmatische Tyrosinkinasen, unter anderem Janus-Kinasen 1 und 2 

sowie mehrere Src-Kinasen. Einige STAT-Proteine, Produkte des Ras-MAPK-Signalweges und des PI 3-

kinase-Akt Signalweges wirken dann als Transkriptionsfaktoren (Ward, 2007, Foxwell et al., 1992). 

G-CSF-Rezeptoren finden sich auf Vorläufern von neutrophilen Granulozyten, reifen neutrophilen 

Granulozyten (Demetri und Griffin, 1991), Monozyten (Boneberg et al., 2000) und Blutplättchen 

(Shimoda et al., 1993). Von diesen Zelltypen haben reife neutrophile Granulozyten die höchste 

Rezeptorendichte, wobei die Rezeptorendichte mit dem Grad der Zellreife zunimmt. Auf Zellen der 

erythrozytären oder megakaryozytären Zelllinie finden sich keine G-CSF-Rezeptoren (Demetri und 

Griffin, 1991). 

Weiterhin findet sich der G-CSF-Rezeptor auf nicht-hämatopoetischen Zellen wie Endothelzellen 

(Bussolino et al., 1989) und einigen malignen Zelllinien wie unter anderem kleinzelligen 

Lungenkarzinomen, Kolonkarzinomen, Blasenkarzinom und Melanomen. Diese Tumoren produzieren 

konstitutiv große Mengen G-CSF und könnten die leukämoide Reaktion mancher solider Tumoren 

erklären (Avalos, 1996, Demetri und Griffin, 1991). 

Der G-CSF-Rezeptor findet sich im Gehirn auf Neuronen und neuronalen Stammzellen in den gleichen 

Arealen, in denen Neurone G-CSF exprimieren: im Kortex (besonders in Schichten 2 und 5), im 

Hippocampus, in der subventrikulären Zone, im Kleinhirn, im Hirnstamm und im Bulbus olfactorius 

(Schneider et al., 2005a, Schneider et al., 2005b). Auch beim Menschen wird der G-CSF-Rezeptor in 

den gleichen Arealen exprimiert wie auch G-CSF; also insbesondere in Kernen des Hirnstammes sowie 

des Vorderhirnes (Ridwan et al., 2014). 

Wirkung	auf	die	Immunantwort	und	die	Hämatopoese	

Neutrophile Granulozyten sind wichtige Akteure in der Abwehr bakterieller Infektionen und 

Pilzinfektionen. G-CSF ist als Induktor der Bildung von Neutrophilen im Knochenmark sowie bei der 

Induktion der Migration derselben in entzündetes Gewebe ein integraler Bestandteil dieser Abwehr: 

G-CSF beschleunigt die Zeit der Bildung von Neutrophilen im Knochenmark um das Zehnfache 

(Hartung, 1998). G-CSF stimuliert in niedrigen Dosen die Proliferation von Vorstufen von neutrophilen 

Granulozyten, in hohen Dosen auch Vorstufen von Makrophagen und von Granulozyten-Makrophagen 

(Nicola, 1989).  

Weiterhin wirkt G-CSF antiapoptotisch auf reife neutrophile Granulozyten (Hu und Yasui, 1997). Die 

Stimulation von Monozyten durch Lipopolysaccharide aus bakteriellen Zellwänden bei bakterieller 

Infektion bewirkt die Induktion des Gens für G-CSF und die Produktion von G-CSF in Monozyten 

(Vellenga et al., 1988). Die Stimulation von Fibroblasten durch TNF-α und Interleukin-1 führt zur 

Produktion und Ausschüttung von G-CSF durch diese Zellen, was im Knochenmark die 
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Granulozytopoese anregt und die Migration von neutrophilen Granulozyzten in entzündete Bereiche 

bewirkt (Koeffler et al., 1987). 

Wirkungen	im	ZNS	

Rezeptoren für G-CSF finden sich in den Hirnarealen, in denen G-CSF exprimiert wird, also 

insbesondere in Kernen des Hirnstammes sowie des Vorderhirnes sowie weniger ausgeprägt im Kortex 

und im Hippocampus. G-CSF wirkt in diesen Arealen autokrin (Schneider et al., 2005a). Es bewirkt im 

zentralen Nervensystem die Differenzierung von neuronalen Stammzellen zu Progenitorzellen und 

Neuronen, wobei der Pool an undifferenzierten Stammzellen nicht verringert wird. Außerdem wirkt G-

CSF durch die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges sowie durch die Dämpfung von apoptotischen 

Signalwegen des endoplasmatischem Retikulums (Kruger et al., 2007, Schneider et al., 2005b, Menzie-

Suderam et al., 2018). 

Somit hat G-CSF im zentralen Nervensystem ähnliche Wirkungen wie in der myeloischen 

Hämatopoese: die Differenzierung von Stammzellen sowie die Inhibition von Apoptose in reifen Zellen 

(Schneider et al., 2005b, Schneider et al., 2005a). 

Weiterhin bewirkt G-CSF in post-ischämischen Hirnarealen die Bildung von Blutgefäßen (Lee et al., 

2005), mobilisiert Stammzellen (Kawada et al., 2006) und hat anti-inflammatorische Effekte (Lundblad 

et al., 1996). 

2.2.4	Klinische	Anwendung	

G-CSF wird seit Jahrzehnten zur Prophylaxe und Behandlung einer Neutropenie bei Chemotherapie 

verwendet (Neidhart et al., 1989, Frampton et al., 1994). Auch bei schweren kongenitalen 

Neutropenien mit erhöhter Anfälligkeit für bakterielle Infektionen wird G-CSF erfolgreich angewandt 

(Zeidler et al., 2003). 

Außerdem wird G-CSF zur Erhöhung der Ausbeute an peripheren CD34+-Zellen bei autologer 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation verwendet sowie zur Beschleunigung der Erholung der 

Granulopoese nach submyeloablativer Chemotherapie  (Demirer et al., 2002, Johnsen et al., 1992). 

In Tiermodellen verschiedener neurologischer Erkrankungen war die Therapie mit G-CSF erfolgreich: 

Bei Amyotropher Lateralsklerose verbesserte G-CSF das Outcome in einem Mausmodell (Pitzer et al., 

2008), während in einer ersten Pilotstudie am Menschen kein Benefit festgestellt werden konnte 

(Duning et al., 2011). Bei traumatischer oder sekundärer Verletzung des Rückenmarkes verbesserte 

sich in einem Mäuse-Modell das Outcome (Pitzer et al., 2010). In einem Parkinson-Tiermodell sowie in 

einer Phase 1 Studie zeigte sich G-CSF erfolgversprechend in Bezug auf Parkinsonsymptome sowie auf 

die häufig mit Parkinson einhergehende Depression (Prakash et al., 2013, Tsai et al., 2017). Beim 
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ischämischen Schlaganfall zeigte sich G-CSF als im Tiermodell vielversprechend, am Menschen war 

allerdings kein Nutzen dokumentierbar ((Ringelstein et al., 2013, Minnerup et al., 2012)). 

2.2.5	G-CSF-defiziente	Mäuse	

G-CSF-defiziente Mäuse werden mittels gezielter Disruption des G-CSF-Gens in embryonalen 

Stammzellen durch Deletion der Basenpaare 5-703 erzeugt, was einer Deletion von Exon 1, 2 und 

einem Großteil von Exon 3 entspricht (Lieschke et al., 1994). 

Diese Tiere sind lebensfähig, fruchtbar und wirken auf den ersten Blick gesund. Eine chronische 

Neutropenie (mit peripheren Neutrophilen-Anteilen von 20-30% derjenigen von Wildtyp-Mäusen) 

geht mit einer erhöhten Anfälligkeit für Listeria monocytogenes-Infektionen und einer reduzierten 

Steigerung der peripheren Neutrophilen bei Infektionen einher. Dies spricht dafür, dass G-CSF sowohl 

für normale konstante Blutspiegel von neutrophilen Granulozyten, als auch für eine akute Erhöhung 

des Neutrophilen-Anteils unabdingbar ist. Nach einmaliger Gabe von G-CSF steigen die Spiegel von 

Neutrophilen im peripheren Blut weniger stark an als bei Wildtyp-Mäusen. Durch mehrmalige Gabe 

von G-CSF wird die chronische Neutropenie aufgehoben (Lieschke et al., 1994). 

2.3	Neuroanatomische	Aspekte	

2.3.1	Untersuchte	Hirnareale	

Sekundärer	somatosensorischer	Kortex	

Der sekundäre somatosensorische Kortex (siehe Abbildung 3) ist Teil des Neocortex, dessen Aufgabe 

es ist, sensorische Informationen im Kontext bereits gemachter Erfahrungen zu analysieren, zu 

integrieren und auszuarbeiten sowie passende Reaktionen zu planen und deren Ausführung zu 

überwachen (Ferezou et al., 2006). Dabei sind bestimmte Regionen bestimmten Fähigkeiten 

zugeordnet, wobei diese Zuordnung labil und anpassungsfähig ist. Im grundlegenden Aufbau ähneln 

sich diese funktionellen Kortex-Regionen weitgehend (Watson et al., 2011). Im Folgenden werden 

Strukturen bei der Maus beschrieben. 

Der sekundäre somatosensorische Kortex liegt lateral des primären somatosensorischen Kortex und 

empfängt Projektionen von diesem und unter anderem vom venteroposterioren Thalamuskern 

(Viaene et al., 2011, Watson et al., 2011).  

Der murine Neocortex besteht aus sieben Schichten: Außen liegt die schmale Schicht 1 (Stratum 

moleculare), die fast nur aus Axonen tiefer liegender Neurone besteht. Die wenigen Interneurone sind 

in dieser Schicht weitgehend inhibitorisch. Schicht 2/3 (Strata granulosum externum und pyramidale 

externum) beherbergt vor allem kleine Pyramidenzellen, welche in andere Kortexareale projizieren. 

Außerdem finden sich dichte Netze von modulatorischen Interneuronen. Schicht 4 (Stratum 

granulosum internum) ist besonders in sensorischen Regionen ausgeprägt. Die dortigen Sternzellen 
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empfangen Projektionen aus dem Thalamus. In Schicht 5 (Stratum pyramidale internum) finden sich 

große Pyramidenzellen, deren Axone kortikale und subkortikale Ziele erreichen. Schicht 6 (Stratum 

multiforme) ist relativ ausgeprägt und hat weitgehend Projektionen zum Thalamus, aber auch 

Afferenzen von diesem. In vielen Kortexarealen der Maus findet sich noch die dünne Schicht 7, welche 

auch als Schicht 6b in der Literatur beschrieben ist. Aus ihr gehen Efferenzen zu Schicht 1 sowie über 

das Corpus callosum auf die kontralaterale Hemisphäre ab (Watson et al., 2011). 

 

Abbildung 3: Struktur des Hippocampus und Lage des sekundären somatosensorischen 

Kortex im murinen Gehirn (Ausschnitt aus einem koronaren Schnitt auf Höhe interaural 2 

mm). CA1-3: Cornu ammonis 1-3; DG: Gyrus dentatus; Or: Stratum oriens, Py: Stratum 

pyramidale; Rad: Stratum radiatum; SLu: Stratum lucidum; PoDG: polymorphe Schicht des 

Gyrus dentatus; GrDG: Granularschicht des Gyrus dentatus; FC: Fasciola cinereum; hf: 

Fissura hippocampi; RSG: Retrosplenialer granularer Kortex; RSA: Retrosplenialer 

agranularer Kortex; MPtA: Medialer parietaler Assoziatonskortex; LPtA: Lateraler 

parietaler Assoziationskortex; S1Tr: Stammregion des primären somatosensorischen 

Kortex; S1BF Barrel Kortex des primären somatosensorischen Kortex; S2: Sekundärer 

somatosensorischer Kortex; AuV: Ventraler Anteil des sekundären auditorischen Kortex; 

TeA: Temporaler Assoziationskortex; D3V: dorsaler Anteil des 3. Ventrikels; LV: 

Seitenventrikel; cc: Corpus callosum. Modifiziert mit Genehmigung nach Paxinos und 

Franklin (1997). 

Piriformer	Kortex	

Der piriforme oder olfaktorische Kortex (siehe Abbildung 4) ist Teil des Rhinencephalons. Er dient 

vermutlich als assoziativer Kortex und weniger als primärer olfaktorischer Kortex. Entlang seiner 

rostrokaudalen Ausrichtung besteht der piriforme Kortex aus drei Schichten sowie aus dem 

endopiriformen Nukleus. Angelagert ist außen der laterale olfaktorische Bulbus (Watson et al., 2011). 
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Unterhalb von Schicht 1, der äußeren molekularen Schicht, befindet sich Schicht 2, die äußere 

polymorphe Schicht. Diese beinhaltet dichte Populationen von Neuronen. Schicht 3, die 

Pyramidalzellschicht, beherbergt relativ wenige große Pyramidenzellen (Watson et al., 2011). 

 

 

Abbildung 4: Lage des murinen piriformen Kortex (Ausschnitt aus einem koronaren 

Schnitt auf Höhe interaural 5 mm). DI: AID: Dorsaler Anteil des agranulären Inselkortex; 

Dysgranularer Inselkortex; AIV: CI: Kaudaler interstitieller Nukleus des Fasciculus 

longitudinalis medialis; DEn: Dorsaler endopiriformer Nukleus; Pir: Piriformer Kortex; LSS: 

Lateraler Anteil des Striatum lo: lateraler olfaktorischer Kortex; VP: Ventraler Anteil des 

Pallidum; HDB und VDB: Nuklei des horizontalen Bandes; MPA: Area präoptica medialis. 

Modifiziert mit Genehmigung nach Paxinos und Franklin (1997). 

Hippocampus	

Die hippocampale Formation (Abbildung 3) besteht aus drei Teilen: dem Gyrus dentatus, dem nach 

Lorente de Nó in drei Bereiche unterteilten Cornu ammonis (CA1-3) und dem Subiculum. Der 

Hippocampus ist an Lernen und Erinnern beteiligt, Informationen scheinen dort allerdings nicht 

dauerhaft gespeichert zu werden (Schiebler und Korf, 2007). 

In dieser Arbeit wurden die Pyramidalzellschicht, welche die Zellschicht des Cornu ammonis darstellt, 

sowie die dendritischen Schichten des Cornu ammonis, also die Strata orientale und radiale sowie im 

CA3 zusätzlich das Stratum lucidum untersucht. Im Gyrus dentatus wurden die Molekular- und die 

Körnerzellschicht untersucht. 

2.3.2	G-CSF-Defizienz	und	Infarktvolumina	

Die Applikation von G-CSF nach experimenteller transienter fokaler Ischämie mittels Okklusion der 

Arteria cerebri media hat bei Ratten und Mäusen die Reduktion von Infarktgrößen und neurologischen 

Symptomen zur Folge, wenn G-CSF 0,5 bis sechs Stunden nach Ischämie appliziert wird (Schabitz et al., 

2003, Gibson et al., 2005, Lee et al., 2005, Schneider et al., 2005a, Komine-Kobayashi et al., 2006, 

Solaroglu et al., 2006, Sehara et al., 2007). Reduktionen im Infarktvolumen konnten bei Applikation 
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von G-CSF auch 24 Stunden (Shyu et al., 2004) und sogar bis zu 4 Tage (Lee et al., 2005) nach Ischämie 

beobachtet werden. 

In dem Experiment dieser Arbeitsgruppe, das dem in dieser Arbeit beschriebenen Experiment 

vorausgeht, wurden an G-CSF-defizienten Mäusen Infarktvolumina 48 Stunden nach Ischämie 

bestimmt. Als Kontrollen dienten dabei, wie in der vorliegenden Arbeit, Wildtyp-Tiere sowie G-CSF-

defiziente Mäuse, denen G-CSF vor Ischämie appliziert wurde. G-CSF-defiziente Mäuse hatten 

signifikant größere Infarktvolumina. Dieser Effekt wurde durch G-CSF-Substitution aufgehoben: G-CSF-

defiziente Tiere, denen vor experimenteller fokaler Ischämie G-CSF substituiert wurde, hatten kleinere 

Infarktvolumina (23,9 ± 2,4 mm3) als G-CSF-defiziente Tiere ohne G-CSF Gabe (45,1 ± 3,9 mm3; Sevimli 

et al. (2009)). 

Um unter anderem die Frage zu beantworten, wie es zu den erhöhten Infarktvolumina in G-CSF-

defizienten Tieren kommt, wurde das in dieser Arbeit dargelegte Experiment konzipiert und die 

Methode der Rezeptor-Autoradiographie gewählt. Dabei wurde ein früherer Untersuchungszeitpunkt 

von 24 Stunden nach Ischämie gewählt. 

2.3.3	Neurotransmitter-Rezeptoren	

Die für diese Arbeit relevanten Rezeptoren (siehe Tabelle 2) und deren Rolle bei Ischämie sollen im 

Folgenden erörtert werden. 

Rezeptor Physiologischer Ligand Agonist Post-synaptisches Potential 

Glutamat L-Glutamat und Aspartat AMPA, NMDA, ATPA, Kainat Exzitatorisch 

GABAA GABA GABA Inhibitorisch 

5-HT1A Serotonin U.a. Repinotan Inhibitorisch 

Tabelle 2: Überblick über für diese Arbeit relevante Neurotransmitter-Rezeptoren, deren 

Liganden und Agonisten sowie deren post-synaptisches Potential (Vergleiche Zhou und 

Danbolt (2014), Olsen und Tobin (1990), Filip und Bader (2009)). 

Glutamat-Rezeptoren finden sich im gesamten ZNS. Glutamat ist der wichtigste erregende 

Neurotransmitter. Es bindet an nach dem jeweiligen Agonisten benannten Rezeptoren, nämlich an 

NMDA-, AMPA-, und Kainat-Rezeptoren (Dingledine et al., 1999, Zhou und Danbolt, 2014). Die 

Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren spielt bei vielen neurodegenerativen Prozessen eine wichtige 

Rolle. Diese Exzitotoxizität der Glutamat-Rezeptoren ist bei AMPA-Rezeptoren am stärksten 

ausgeprägt, gefolgt von NMDA- und Kainat-Rezeptoren (Kristensen et al., 2001). 
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So sind die negativen Effekte AMPA-induzierter Exzitotoxizität in der frühen post-ischämischen Phase 

bekannt, wobei diese durch pharmakologische Blockade von AMPA-Rezeptoren reduziert werden 

können (Szenasi et al., 2008). 

Andererseits konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren in der chronischen 

Phase nach Ischämie eine Voraussetzung für erfolgreiche Regeneration und verbessertes 

neurologisches Outcome ist (Carmichael, 2012). Entsprechend zeigte sich einige Wochen nach 

photothrombotisch induzierter Ischämie an Ratten, die mit BDNF oder Citicolin behandelt wurden und 

ein besseres neurologisches Outcome zeigten, eine vermehrte Ligandenbindung an NMDA- und AMPA-

Rezeptoren (Muller et al., 2008, Diederich et al., 2012). 

GABAA-Rezeptoren stellen die häufigsten inhibitorischen Rezeptoren in höheren Strukturen des 

zentralen Nervensystems (Olsen und Tobin, 1990). Die Blockade von GABAA-Rezeptoren in einem 

Schlaganfall-Modell an Mäusen verhinderte 30 Tage nach Ischämie eine Beeinträchtigung der Langzeit-

Potenzierung im Hippocampus. Die Abschwächung GABAerger Aktivität wird somit als möglicher 

Ansatz zur Therapie oder Prophylaxe von kognitiver Beeinträchtigung in der chronischen Phase nach 

ischämischem Schlaganfall diskutiert (Li et al., 2013). Dieser Ansatz zeigte in einer kleinen klinischen 

Studie Erfolge in Bezug auf die Erholung motorischer Funktionen nach ischämischem Schlaganfall (Kim 

et al., 2014). 

Andererseits hat die Aktivierung von GABAA-Rezeptoren in der akuten Phase nach Ischämie – 

gemeinsam mit Glycin-Rezeptoren – nach fokaler zerebraler Ischämie bei Ratten ebenfalls 

neuroprotektive Wirkung (Wang et al., 2007). 

Serotonin-Rezeptoren sind, je nach Subtyp, inhibitorisch oder exzitatorisch. Inhibitorische 5-HT1-

Rezeptoren finden sich vor allem im Hirnstamm und dort besonders in den Raphekernen (Filip und 

Bader, 2009). Der 5-HT1A-Rezeptor-Agonist Repinotan zeigte in Schlaganfallmodellen an Nagern 

neuroprotektive Effekte, wobei in einer ersten klinischen Studie kein therapeutischer Nutzen 

feststellbar war (Berends et al., 2005). Der 5-HT1A-Rezeptor-Agonist S14671 zeigte neuroprotektive 

Wirkung durch die Induktion von Hypothermie in Ratten  (Johansen et al., 2014). Für selektive 

Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer gibt es keine ausreichenden Belege dafür, dass diese 

Infarktvolumina in Schlaganfallmodellen verringern (McCann et al., 2014).  
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3.	Material	und	Methoden	

3.1	Überblick	

Für die vorliegende Arbeit wurden drei Gruppen von Tieren randomisiert und verblindet untersucht: 

Wildtyp-Tiere, G-CSF-defiziente Tiere und G-CSF-subsituierte G-CSF-defiziente Tiere. Den Tieren in 

letzterer Gruppe wurde über vier Tage zweimal täglich G-CSF subkutan in einer Dosis von 250 µg/kg 

appliziert. Am 5. Tag wurden die Tiere anästhesiert und es wurde mittels eines Monofilaments die 

Arteria cerebri media über 45 Minuten okkludiert. 24 Stunden nach MCAO wurden die Tiere tief 

anästhesiert und dekapitiert. Serielle Hirnschnitte wurden versilbert und die Infarktvolumina 

bestimmt. Schnitte auf Höhe des Striatums und des Hippocampus wurden für in-vitro-Rezeptor-

Autoradiographien verwendet. Abbildung 5 gibt einen Überblick über das Experiment. 

 

 

Abbildung 5: Experimentdesign. 

3.2	Versuchstiere	

In der vorliegenden Arbeit wurden 52 weibliche Tiere verwendet: 23 Wildtyp-Mäuse und 29 G-CSF-

Knockout-Mäuse. Diese wurden in drei Gruppen aufgeteilt (Tabelle 3). 

Gruppen und Tiere Gesamt Verstorben Anderweitig verwendet* Untersucht 

Wildtyp-Mäuse 23 4 - 19 

G-CSF (-/-) 17 3 1 13 

G-CSF (-/-) + G-CSF 12 2 2 8 

Gesamt 52 9 3 40 

Tabelle 3: Aufteilung der Versuchstiere in drei Gruppen, verstorbene Tiere und nicht 

verwendete Gehirne sowie die Zahl der untersuchten Gehirne.  *Drei Gehirne wurden für 

Analysen zu oxidativem Stress reserviert. 
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Die Personen, die das Experiment, die Bildanalysen und die Statistik durchführten, waren in Bezug auf 

die Zugehörigkeit der Tiere zu den drei Gruppen verblindet. 

Alle Mäuse wogen 20-30 Gramm und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Jeweils zwei Tiere 

wurden in Macrolon-Käfigen unter kontrollierten Umweltbedingungen gehalten. Es wurde eine 

Umgebungstemperatur von 22° C mit zwölf-stündigen Tag und Nacht-Zyklen aufrechterhalten, wobei 

die Lichtquellen um 7:00 Uhr angeschaltet wurden. Zwei Wochen vor Beginn der Experimente wurden 

die Tiere täglich von dem die Experimente Durchführenden „gehandelt“. 

Alle Experimente wurden gemäß den Vorgaben der Europäischen Union zu Tierversuchen (Richtlinie 

86/609/EWG des Rates vom 24. November 1986 zur Annäherung der Rechts- und 

Verwaltungsvorschriften der Mitgliedstaaten zum Schutz der für Versuche und andere 

wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere) durchgeführt (Europäischer Rat, 1986). Der 

Genehmigungsantrag für Tierversuche wurde von der Ethik-Kommission Münster genehmigt 

(Aktenzeichen 50.0835.1.0G 84/2006). 

Die G-CSF-defizienten und Wildtyp Auszucht-Mäuse stammten von Zuchtlinie C57BL/6J und 129 

Inzuchtlinien (The Jackson Laboratory, 600 Main Street, Bar Harbor, Maine 04609, USA).  

Drei Gehirne (ein Gehirn eines unbehandelten G-CSF-defizienten Tieres und zwei Gehirne aus der 

Substitutionsgruppe) wurden für Untersuchungen zu oxidativem Stress reserviert. Diese Gehirne 

wurden nicht für die hier dargestellten Untersuchungen verwendet. 

Alle Tierversuche wurden von Mitarbeitern der Abteilung Neurologie der Universität Münster 

durchgeführt. 

3.3	G-CSF-Behandlung	

Zwölf der 29 G-CSF-defizienten Mäusen wurde vier Tage vor MCAO zweimal täglich 250 µg/kg G-CSF 

subkutan appliziert. Es wurde rekombinantes humanes G-CSF (Neupogen, Amgen Inc., One Amgen 

Center Drive, Thousand Oaks, CA, USA) verwendet. 

3.4	Anästhesie	und	MCAO	

An Tag 5 wurde bei allen Mäusen die Arteria cerebri media transient okkludiert. Die Tiere wurden 

hierzu mit zweiprozentigem Halothan (in 70% Stickstoffmonooxid und 30% Sauerstoff) anästhesiert, 

die Anästhesie wurde dann mit einprozentigem Halothan aufrechterhalten. 

Es wurde eine modifizierte Technik der MCAO angewandt (Hata et al., 1998): Nach einem medianen 

Einschnitt im Halsbereich wurden die linke Arteria carotis communis und interna isoliert und ligiert. 

Die Arteria carotis interna wurde vorübergehend mit einem mikrovaskulären Clip verschlossen. 

Anschließend wurde ein mit Silikon (Xantopren; Heraeus, Alte Heerstraße, 41540 Dormagen, 
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Deutschland) beschichtetes 8-0 Nylon Monofilament (Ethilon; Ethicon, Hummelsbütteler Steindamm 

71, 22851 Norderstedt, Deutschland) in die Arteria carotis communis eingeführt und bis zu einer Lage 

von 9 mm distal der Bifurkation der Karotis vorgeschoben. 

Während des Eingriffes wurde der zerebrale Blutfluss mit Hilfe eines Laserdopplergerätes (Periflux 

5001; Perimed, Datavägen 9A, 175 43 Järfälla, Schweden) bestimmt, um Ischämie und Reperfusion 

sicherzustellen. Die rektale Körpertemperatur der Tiere wurde mittels einer Thermostat-kontrollierten 

Wärmeplatte konstant auf 37 ± 0,5° C gehalten. 

Nach 45 Minuten Okklusion wurde das Monofilament zur Reperfusion zurückgezogen. 

3.5	Dekapitation,	Schnittebenen	und	Gewebelagerung	

24 Stunden nach Okklusion der Arteria cerebri media wurden die Tiere tief anästhesiert und 

dekapitiert. Die unfixierten Gehirne wurden vorsichtig entnommen, umgehend in Isopentan bei -20° C 

eingefroren und bei -80° C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. 

Die Gehirne wurden für die Analyse der Infarktvolumina und für die in-vitro-Rezeptor-Auto-

radiographie in einem Kryostat bei -20° C in 20 µm dicke koronare Schnitte geschnitten und auf mit 3-

(Triethoxysilyl)-propylamin beschichtete Objektträger aufgebracht. Abbildung 6 stellt die 

Schnittebenen schematisch dar. 

 

Abbildung 6: In dieser Arbeit verwendete Schnittebenen. Von 6 Schnittebenen im 

Abstand von 1 mm, beginnend bei Punkt interaural 6 mm, wurden jeweils drei 20 µm 

dicke Schnitte für die Silberfärbungen verwendet. Von Schnittebenen 2 und 5 wurden 

zusätzlich jeweils 15 Schnitte für die Rezeptor-Autoradiographien gefertigt. 
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3.6	Silberfärbung	und	Analyse	der	Infarktvolumina	

Beginnend auf Höhe 6,0 mm interaural (Paxinos und Franklin, 2001), wurden 20 µm dicke Schnitte im 

Abstand von 1 mm gefertigt und mittels Hochkontrast-Silberfärbung gefärbt (Vogel et al., 1999): 

Die Silberimprägnierungslösung wurde zubereitet, indem zu 10 mL Lithiumcarbonatlösung (gesättigte 

Lösung 0,6g Lithiumcarbonat in 50mL aqua purificata) 5mL 10-prozentige Silbernitratlösung gegeben 

wurde. Das entstandene Präzipitat wurde durch tropfenweises Hinzufügen von 25-prozentiger 

Ammoniaklösung aufgelöst, wobei gerade so viel Ammoniak hinzugegeben wurde, dass die Lösung klar 

wurde. Abschließend wurden 75mL Aqua purificata zugefügt. Die Lösung wurde bis zum Gebrauch 

unter Lichtverschluss gehalten. 

Für die Zubereitung der Entwicklerlösung wurden 20mL 37-prozentige Formaldehydlösung mit 70mL 

Aqua purificata gemischt. Es wurde 0,3g Hydrochonin in 15mL Aceton aufgelöst und der Formaldehyd-

lösung hinzugefügt. Nachdem 1,1g Trinatriumcitrat-Dihydrat zugegeben wurden, wurde die Lösung bei 

Raumluft circa 30 Minuten stehen gelassen, bis sie sich kupfern färbte. 

Für die Färbung wurden Schnitte auf Superfrost-Objektträgern verwendet. Die Kryostatschnitte 

wurden zehn Minuten lang luftgetrocknet, dann zwei Minuten in die Silberimprägnierlösung 

eingetaucht, sechsmal jeweils eine Minute mit Aqua purificata gespült, drei Minuten in die 

Entwicklerlösung gegeben, luftgetrocknet und abschließend mit Cytoseal (Richard-Allan Scientific, 

Kalamazoo, MI, USA) eingedeckt. 

Die Lösungen wurden kurz vor Gebrauch angesetzt, da sie nach etwa 90 Minuten ihre Aktivität 

verlieren. 

Die Schnitte wurden unter konstanten Lichtbedingungen mit einer Kamera aufgenommen und 

digitalisiert (Roper Scientific, Photometrics CoolSNAP™, Ottobrunn/München). Infarkt- und 

Hemisphärengrenzen wurden mit MCID Basic Version 7.0 (MCID Image Analysis Software Solutions for 

Life Sciences, Imaging Research Inc., St. Catharines, Ontario, Kanada) am Computerbildschirm 

eingezeichnet (wie beschrieben in Frauenknecht et al. (2010)). Abbildung 7 zeigt beispielhaft alle 

versilberten Schnitte eines unbehandelten G-CSF-defizienten Tieres. 

Infarktvolumina und Volumina der ipsi- und kontralateralen Hemisphären wurden mit folgender 

Formel bestimmt, wobei der Schichtabstand 1 mm betrug: 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 = 	𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒./01233	4 + 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒./01233	6 + ⋯+ 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒./01233	1	𝑥	𝑆𝑐ℎ𝑖𝑐ℎ𝑡𝑎𝑏𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑 

 

 



  Seite 23 
 

 

Abbildung 7: Koronare versilberte Schnitte eines unbehandelten G-CSF-defizienten 

Tieres. Das Infarktareal stellt sich heller dar. In Rot: Infarkt- und Hemisphärengrenzen. 

 

Abbildung 8: Koronarer Schnitt eines unbehandelten G-CSF-defizienten Tieres auf Höhe 

des Striatums. Das infarzierte Areal ist rot, die restliche ipsilaterale Hemisphäre blau und 

die kontralaterale Hemisphäre grün eingefärbt. 
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Für das Infarktvolumen wurde mittels folgender Formel eine Ödemkorrektur durchgeführt (Belayev et 

al., 2003), wobei die Schriftfarben in der Formel analog zu Abbildung 8 sind: 

Volumenkorrigiert = 	VolumenInfarkt	 × P1 −
Volumenipsilateral − Volumenkontralateral

Volumenkontralateral
U 

3.7	In-vitro-Rezeptor-Autoradiographie	und	Analyse	der	Ligandenbindung	

Für die Rezeptor-autoradiographische Analyse der Ligandenbindung an NMDA-, AMPA-, GABAA- und 

5-HT1A-Rezeptoren wurden gefrorene koronare Schnitte auf Höhe des Striatums und des dorsalen 

Hippocampus gesammelt und quantitative Rezeptor-Autoradiographien mit [3H]MK-801, [3H]AMPA, 

[3H]Muscimol (Perkin Elmer Inc, Waltham, MA, USA) und [³H]8-OH-DPAT (American Radiolabeled 

Chemicals, St. Louis, MO, USA) durchgeführt (Diederich et al., 2012, Frauenknecht et al., 2013, Zilles et 

al., 2004). 

Um endogene Liganden zu entfernen, wurden die Schnitte zunächst mehrmals mit Pufferlösungen 

gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte in der Hauptinkubation mit dem jeweiligen Tritium-

markierten Liganden sowie – um das Ausmaß der unspezifischen Ligandenbindungsdichte zu erfassen 

– alternierend bei gleichen Bedingungen wie bei der Hauptinkubation auch mit dem jeweiligen 

unmarkierten Kompetitor im Überschuss inkubiert. Abschließend wurden die Schnitte wiederum mit 

der Pufferlösung gewaschen, fixiert (nur im Falle der AMPA-Autoradiographien) sowie luftgetrocknet. 

Die einzelnen Schritte für die jeweiligen Rezeptoren sind im Folgenden dargestellt. 

Um die Ligandenbindungsdichte an AMPA-Rezeptoren zu visualisieren, wurden die Schnitte zunächst 

bei 4° C drei Mal zehn Minuten in der Pufferlösung (50 mmol Tris-Acetatpuffer, ph 7,2) gewaschen. 

Anschließend wurden die Schnitte 45 Minuten lang bei 4° C mit 10 nmol [³H]AMPA in 50 mmol Tris-

Acetat (pH 7,2) mit 100 mM KSCN inkubiert. Alternierende Schnitte wurden mit 5 - 10 mol des 

Kompetitors Quisquilat in 50 mmol Tris-Acetat (pH 7,2) inkubiert. Die spezifische Aktivität des Liganden 

[³H]AMPA lag bei 45,5 Ci/mmol. Bei ebenfalls 4° C wurden die Schnitte drei Mal jeweils vier Sekunden 

mit dem Puffer gewaschen, dann zwei Mal zwei Sekunden lang mit Aceton und Glutaraldehyd im 

Verhältnis 100 : 2,5 fixiert und abschließend vorsichtig ein bis zwei Sekunden mit heißer und kalter Luft 

getrocknet. 

Um die Ligandenbindung an NMDA-Rezeptoren darzustellen wurden die Schnitte zunächst bei 4° C 15 

Minuten lang mit der Pufferlösung aus 30 µmol Glutamat in 50 mmol Tris-HCl (pH 7,2) gewaschen. Zur 

Darstellung der maximalen Ligandenbindungsdichte wurden die Schnitte 60 Minuten bei Raum-

temperatur in einer magnesium- und zinkfreien Lösung (50 mmol Tris-HCl, pH 7,2) mit 30 µmol Glycin, 

50 µmol Spermidin, 50 µmol Glutamat mit 5 nmol [³H]MK801 (spezifische Aktivität 20,0 Ci/mmol) 

inkubiert. Alternierende Schnitte wurden mit 100 μmol des Kompetitors Mk-801 in 30 mL 

Hauptinkubationslösung inkubiert. Abschließend wurden die Schnitte zwei Mal fünf Minuten lang in 
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der Pufferlösung aus 30 µmol Glutamat in 50 mmol Tris-HCL (pH 7,2) gewaschen, einmal in Aqua 

purificata gewaschen und vorsichtig mit kalter Luft getrocknet. 

Für die Darstellung der Ligandenbindungsdichte an GABAA-Rezeptoren wurden die Schnitte zunächst 

bei 4° C drei Mal fünf Minuten in einer Pufferlösung aus 50 mmol Tris-Citrat gewaschen (pH 7,0) und 

anschließend 40 Minuten bei 4° C mit 4 nmol [³H]Muscimol (spezifische Aktivität 22,0 Ci/mmol) 

inkubiert. Alternierende Schnitte wurden mit 10 mmol des Kompetitors GABA in 50 mmol der Tris-

Citrat (pH 7,0) inkubiert. Die Inkubation wurde durch dreimaliges Spülen mit 4° C kaltem Tris-

Citratpuffer für jeweils drei Minuten beendet. Abschließend wurden die Schnitte mit kalter Luft 

getrocknet. 

Die Ligandenbindungsdichte an Serotonin-1A-Rezeptoren wurde quantifiziert, indem die Schnitte 30 

Minuten bei 22° C mit 4 mmol CaCl2 und 0,01 % Ascorbat in 170 mmol Tris-HCL (pH 7,6) gewaschen 

wurden. Anschließend wurden die Schnitte 60 Minuten 22° C in 170 mmol Tris-HCL (pH 7,6) mit 4 mmol 

CaCl2, 0,01 % Ascorbat, 1 nmol [³H]8-OH-DPAT (spezifische Aktivität 120-200 Ci/mmol) inkubiert. 

Alternierende Schnitte wurden mit 100 µmol des Kompetitors Serotonin in 30 mL der 

Hauptinkubationslösung inkubiert. Danach wurden die Schnitte fünf Minuten bei 4° C in einer Lösung 

aus 4 mmol CaCl2 und 0,01 % Ascorbat in 170 mmol Tris-HCl (pH 7,6) sowie dreimal mit Aqua purificata 

gewaschen und mit kalter Luft getrocknet. 

Für die von Tritium ausgesandte niederenergetische β-Strahlung sensitive Filme (BioMax MR-1 film, 

Carestream® Kodak®, Rochester, New York, USA) wurden mit den Schnitten sowie mit Tritium-

markierten Plastik Standards (Microscales®; Amersham, Freiburg) für 12 Wochen exponiert. 

Die Filme wurden anschließend unter konstanten Lichtbedingungen mit einer Kamera aufgenommen 

und digitalisert (Roper Scientific, Photometrics CoolSNAP™, Ottobrunn/München) und mit MCID Basic 

Version 7.0 (MCID Image Analysis Software Solutions for Life Sciences, Imaging Research Inc., St. 

Catharines, Ontario, Kanada) analysiert. Mittels der mitexponierten Standards wurde das Verhältnis 

von Grauwerten und Radioaktivität bestimmt in Bezug zu den Kontrollwerten als Mittelwert ± 

Standardabweichung angegeben (Diederich et al., 2012). 

An Hand des Atlas „The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates“ (Paxinos und Franklin, 2001) wurden 

aus dem Peri-Infarkt-Gebiet, aus dem an den Infarkt angrenzenden Kortex (adjacent cortex), aus dem 

Infarktkern (ischemic core) sowie in den Hippocampi Areale (Bereiche von Interesse, Regions of 

Interest) definiert, in welchen die Ligandenbindungsdichte analysiert wurde. 

In der Peri-Infarkt-Region wurden die unmittelbare Grenzzone (immediate border zone) und die 

Grenzzone (border zone) untersucht (vergleiche Abbildung 9). Diese Areale wurden auf die 

kontralaterale Hemisphäre gespiegelt, wobei die Kortexgrenzen angepasst wurden. Der an den Infarkt 

angrenzende Kortex wurde ebenfalls sowohl auf der infarzierten Hemisphäre als auch auf der 
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kontralateralen Hemisphäre untersucht, indem das ipsilaterale Areal auf die kontralaterale 

Hemisphäre gespiegelt wurde. Dabei wurden ebenfalls die Kortexgrenzen angepasst. 

Im Infarktkern wurden die Schichten 1 bis 6 des sekundären somatosensorischen Kortex und die 

Schichten 1-3 des piriformen Kortex untersucht (vergleiche 2.3.1), sofern sie in der Silberfärbung als 

ischämisch identifiziert wurden. Für die Schnitte, in denen diese Kortexareale infarziert waren, wurden 

die jeweiligen Areale auch auf der kontralateralen Hemisphäre analysiert. Die sekundären 

somatosensorischen Kortices wurden auf Höhe des Striatums (interaural ca. Bregma 5 mm) und auf 

Höhe des Hippocampus (interaural ca. Bregma 2 mm) untersucht, die piriformen Kortices nur auf Höhe 

des Striatums. 

In den Hippocampi wurden im Cornu ammonis 1 (CA1) die Strata orientale, pyramidale und radiatum 

untersucht. Im Cornu ammonis 3 (CA3) wurde die Ligandenbindung im Stratum orientale, im Stratum 

pyramidale gemeinsam mit dem Stratum lucidum sowie im Stratum radiatum analysiert. Im Gyrus 

dentatus (DG) wurden die Molekular- und Körnerzellschicht (molecular layer of the dentate gyrus; Mol 

und granular layer of the dentate gyrus; GrDG) untersucht (vergleiche 2.3.1). Diese Bereiche wurden 

bei allen Tieren sowohl auf der infarzierten als auch auf der kontralateralen Seite analysiert. 

Abbildungen 9 und 10 geben einen Überblick über die untersuchten Hirnareale. 



  Seite 27 
 

 

Abbildung 9: Untersuchte Hirnareale auf Höhe des Striatums (interaural 5 mm). In Rot: 

der Infarktkern, in Hellrot: die unmittelbare Grenzzone (immediate border zone; IBZ) und 

die Grenzone (border zone; BZ). In Grün: das dem Infarkt benachbarte Kortexareal 

(adjacent cortex; AC). In Blau: Kortexareale im Infarktkern: Schichten 1-6 des sekundären 

somatosensorischen Kortex (S2) und Schichten 1-3 des piriformen Kortex (Pir) sowie der 

laterale olfaktorische Trakt (lo). Modifiziert mit Genehmigung nach Paxinos und Franklin 

(1997). 
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Abbildung 10: Untersuchte Hirnareale auf Höhe des Hippocampus (interaural 2 mm). In 

Blau: analysierte Kortexareale im Infarktkern: Schichten 1-6 des sekundären 

somatosensorischen Kortex (S2) sowie im Hippocampus. Im Cornu ammonis 1 (CA1) 

wurden die Strata orientale, pyramidale und radiale untersucht, im CA3 wurde die 

Ligandenbindung im Stratum orientale, im Stratum pyramidale gemeinsam mit dem 

Stratum lucidum sowie im Stratum radiale analysiert. Im Gyrus dentatus (DG) wurden die 

molekulare (Mol) und die granulare Schicht (GrDG) untersucht. Modifiziert mit 

Genehmigung nach Paxinos und Franklin (1997). 

Die beschriebenen Bereiche wurden am Bildschirm markiert und die Grauwerte in MCID quantifiziert. 

Da die Werte der unspezifischen Ligandenbindungsdichte nur leicht über der Hintergrundbindung 

lagen oder überhaupt nicht darstellbar waren, wurde die Hintergrunddichte als unspezifische 

Ligandenbindungsdichte angenommen. Die spezifische optische Dichte wurde bestimmt, indem von 

der gesamten Ligandenbindungsdichte die unspezifische Ligandenbindungsdichte subtrahiert wurde. 

Alle optischen Dichtewerte sind in Prozent relativ zur Wildtypgruppe als Mittelwert ± 

Standardabweichung des Mittelwertes angegeben. 

Abbildung 11 zeigt beispielhaft zwei farbkodierte [3H]MK-801-Rezeptorautoradiographien. 
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Abbildung 11: Farbkodierte [³H]MK-801-Rezeptor-Autoradiographien eines unbehandel-

ten G-CSF-defizienten Tieres auf Höhe des Striatums (interaural ca. 5 mm) und des 

Hippocampus (interaural ca. 2 mm). 

3.8	Statistische	Analyse	

Für die statistische Analyse wurde Microsoft Excel 2003 mit Analyse-it Version 2.22 (Analyse-it 

Software Ltd., Leeds, Vereinigtes Königreich) verwendet. 

Statistische Vergleiche zwischen den drei Gruppen wurden mit Hilfe von one-way analysis of variance 

bei normaler Verteilung der Messwerte und mit Hilfe von Kruskal-Wallis-Tests bei nicht normal 

verteilten Messwerten durchgeführt. Die Normalverteilung wurde mit dem F-Test überprüft. Sofern 

ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen vorlag, folgte für das jeweilige Areal eine post-

hoc-Analyse zwischen den drei Gruppen untereinander mittels t-Test bei Normalverteilung der 

Messwerte und mit Mann-Whitney-Tests bei nicht normaler Verteilung der Messwerte. 

Bei one-way analysis of variance-Tests wurde eine Bonferroni-Fehlerkorrektur mit einem 

Konfidenzintervall von 95% verwendet. 

Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als signifikant gewertet bei p-Werten < 0,05 sowie bei p-

Werten < V,VX
Y

 = 0,017 für die post-hoc-Analysen. Die Ligandenbindungsdichten sind als Mittelwert ± 

Standardabweichung des Mittelwertes in % relativ zur Wildtypgruppe angegeben, wobei der 

Mittelwert der Wildtypgruppe 100% entspricht. 

Unterschiede in den Infarktvolumina wurden mittels one-way analysis of variance untersucht, wobei 

eine Bonferroni-Fehlerkorrektur verwendet wurde. 

Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als signifikant gewertet bei p-Werten < 0,05 und 

Infarktvolumina sind als Mittelwert ± Standardabweichung des Mittelwertes in mm3 angegeben. 
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4.	Ergebnisse	

Teile dieser Promotionsarbeit wurden vorab publiziert (Mammele et al., 2015). 

4.1	Mortalitätsraten	

Neun von insgesamt 52 Mäusen starben innerhalb von 24 Stunden nach zerebraler Reperfusion. Die 

Mortalitätsrate lag für Wildtyp-Tiere bei 17.4 % (4 von 23 Tieren), für unbehandelte G-CSF-defiziente 

Tiere bei 17.6 % (3 von 17 Tieren) und in der Substitutionsgruppe bei 16.7 % (2 von 12 Tieren). 

4.2	Infarktvolumina	

24 Stunden nach 45-minütiger Okklusion der Arteria cerebri media waren zwischen den drei Gruppen 

in Bezug auf die Infarktvolumina keine signifikanten Unterschiede vorhanden (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Mittlere korrigierte Infarktvolumina 24 Stunden nach 45-minütiger 

Ischämie. Werte in mm³ (Mittelwert ± Standardabweichung des Mittelwertes). Zwischen 

den drei Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede. 

4.3	Ligandenbindungsdichten	

4.3.1	Ligandenbindungsdichten	von	[³H]AMPA	an	AMPA-Rezeptoren		

In den Ligandenbindungsdichten von [³H]AMPA waren im Vergleich zu den anderen Liganden die 

größten Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar. Unterschiede bestanden zwischen 

Wildtyptieren und nicht substituierten Tieren sowie zwischen der Substitutionsgruppe und 

unbehandelten Tieren.  

Im Infarktkern war die Ligandenbindungsdichte in allen Gruppen niedriger als in korrespondierenden 

intakten Arealen in der kontralateralen Hemisphäre (nicht gezeigt). 
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In der Peri-Infarkt-Region auf Höhe des Striatums war die Ligandenbindungsdichte an AMPA-

Rezeptoren in der nicht substituierten Gruppe, verglichen mit der Wildtyp- und Substitutionsgruppe, 

deutlich erhöht. Die Erhöhung der Ligandenbindungsdichte in den nicht substituierten Tieren war in 

Arealen in räumlicher Nähe zum Infarktkern am größten. In den auf die kontralaterale Hemisphäre 

gespiegelten korrespondierenden Arealen zeigte sich bei nicht substituierten G-CSF-defizienten Tieren 

im Vergleich zur Wildtypgruppe ebenfalls eine erhöhte Ligandenbindungsdichte. Dieser Unterschied 

erreichte kontralateral korrespondierend zu dem an den Infarkt angrenzenden Kortexareal statistische 

Signifikanz (Abbildung 13). 

In den untersuchten Hippocampus-Arealen der ipsilateralen Hemisphäre war die Liganden-

bindungsdichte, verglichen mit der Wildtypgruppe, in der nicht substituierten Gruppe ebenfalls erhöht, 

wobei G-CSF-Substitution diesen Effekt weitgehend nivellierte. In den kontralateralen Hippocampus-

Arealen waren die Ligandenbindungsdichten in den drei untersuchten Gruppen einander ähnlich 

(Abbildung 13). 

Im sekundären somatosensorischen Kortex im Infarktkern auf striataler Höhe war die 

Ligandenbindungsdichte von [³H]AMPA sowohl in der nicht substituierten als auch in der subsituierten 

Gruppe besonders in tieferen Schichten erniedrigt. Konträr dazu war in nicht substituierten Tieren im 

kontralateralen sekundären somatosensorischen Kortex in der nicht substituierten Gruppe, verglichen 

mit der Wildtypgruppe eine deutlich erhöhte Ligandenbindungsdichte an AMPA-Rezeptoren zu 

verzeichnen. Signifikant wurde dieser Unterschied in den Schichten 5 und 6. G-CSF-Substitution 

nivellierte diesen Effekt wiederum weitgehend (Abbildung 14). 

Analog zum sekundären somatosensorischen Kortex auf der kontralateralen Hemisphäre war die 

Ligandenbindungsdichte an AMPA-Rezeptoren im kontralateralen piriformen Kortex auf Höhe des 

Striatums im Vergleich zur Kontrolle stark erhöht. Dieser Unterschied war in allen Schichten des 

piriformen Kortex sowie im lateralen olfaktorischen Kortex statistisch signifikant. Wie im 

kontralateralen sekundären somatosensorischen Kortex entsprachen die Ligandenbindungsdichten in 

substituierten Tieren in den Schichten des piriformen Kortex weitgehend denen der Wildtypgruppe 

(Abbildung 14). 

Im sekundären somatosensorischen Kortex auf Höhe des Hippocampus war die 

Ligandenbindungsdichte im Infarktkern in nicht substituierten Tieren, verglichen mit der 

Wildtypgruppe, stark erhöht. Durch G-CSF-Substitution wurde dieser Effekt wiederum weitgehend 

nivelliert. Im kontralateralen sekundären somatosensorischen Kortex waren die Liganden-

bindungsdichten einander in den drei Gruppen ähnlich (Abbildung 14). 
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Abbildung 13: Ligandenbindungsdichten von [³H]AMPA an AMPA-Rezeptoren in der Peri-

Infarkt-Region und in ausgewählten Hippocampus-Arealen auf der Seite des Infarktes und 

kontralateral. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der Wildtypgruppe 

entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

IBZ: immediate border zone, unmittelbare Grenzzone; BZ: border zone, Grenzzone; AC: 

adjecent cortex, dem Infarkt angrenzender Kortex; Str. oriens: Stratum oriens; Str. pyr: 

Stratum pyramidale; Str. rad: Stratum radiatum; Str. pyr u luc: Stratum pyramidale und 

Stratum lucidum; Str. gr: Stratum granulosum; Str. mol: Stratum moleculare; GD: Gyrus 

dentatus. 
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Abbildung 14: Ligandenbindungsdichten von [³H]AMPA an AMPA-Rezeptoren in Kortex 

arealen im Infarktkern und kontralateral des Infarktes: Sekundärer somatosensorischer 

Kortex auf Höhe des Striatums und des Hippocampus sowie piriformer Kortex auf Höhe 

des Striatums. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der Wildtypgruppe 

entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

† Die Ligandenbindungsdichte von [³H]AMPA war in Schicht 1 und 2 in allen Tieren der 

Substitutionsgruppe null. 

S2: sekundärer somatosensorischer Kortex; lo: lateraler olfaktorischer Trakt. 
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4.3.2	Ligandenbindungsdichten	von	[³H]MK801	an	NMDA-Rezeptoren	

Zwischen den drei untersuchten Gruppen waren in den Ligandenbindungsdichten von [³H]MK801 

kaum Unterschiede vorhanden. 

Im Infarktkern waren die Ligandenbindungsdichte an NMDA-Rezeptoren in allen Gruppen niedriger als 

in den korrespondierenden Arealen in der kontralateralen Hemisphäre (nicht gezeigt). 

In der Peri-Infarkt-Region waren keine Unterschiede in der Ligandenbindungsdichte an NMDA-

Rezeptoren erkennbar (Abbildung 15). 

Im kontralateralen Hippocampus im Stratum pyramidale des CA1 Sektors war die 

Ligandenbindungsdichte an NMDA-Rezeptoren in nicht substituierten G-CSF-defizienten Tieren, im 

Vergleich zur Wildtypgruppe signifikant erniedrigt. Mit G-CSF substituierte Tiere zeigten 

Ligandenbindungsdichten, die der Wildtypgruppe entsprachen (Abbildung 15). 

Im sekundären somatosensorischen Kortex im Infarktkern auf Höhe des Striatums war die 

Ligandenbindungsdichte in der Substitutionsgruppe, im Vergleich zur Kontrolle besonders in Schicht 2 

bis 5 tendenziell niedriger. Dieser Effekt war bei den nicht substituierten G-CSF-defizienten Tieren nicht 

feststellbar; hier entsprachen die Ligandenbindungsdichten größtenteils denen der Wildtyp-Tiere 

(Abbildung 16). 

Auffällig war eine deutlich, jedoch nicht signifikante, Erhöhung der MK-801-Ligandenbindungsdichte 

in Schicht 1 des piriformen Kortex ipsilateral (Abbildung 16). 
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Abbildung 15: Ligandenbindungsdichten von [³H]MK801 an NMDA-Rezeptoren in der 

Peri-Infarkt-Region und in ausgewählten Hippocampus-Arealen auf der Seite des Infarktes 

und kontralateral. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der Wildtypgruppe 

entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

IBZ: immediate border zone, unmittelbare Grenzzone; BZ: border zone, Grenzzone; AC: 

adjecent cortex, dem Infarkt angrenzender Kortex; Str. oriens: Stratum oriens; Str. pyr: 

Stratum pyramidale; Str. rad: Stratum radiatum; Str. luc: Stratum lucidum; Str. gr: Stratum 

granulosum; Str. mol: Stratum moleculare; GD: Gyrus dentatus. 
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Abbildung 16: Ligandenbindungsdichten von [³H]MK801 an NMDA-Rezeptoren in Kortex-

arealen im Infarktkern und kontralateral des Infarktes: Sekundärer somatosensorischer 

Kortex auf Höhe des Striatums und des Hippocampus sowie piriformer Kortex auf Höhe 

des Striatums. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der Wildtypgruppe 

entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

S2: sekundärer somatosensorischer Kortex; lo: lateraler olfaktorischer Trakt. 
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4.3.3	Ligandenbindungsdichten	von	[³H]Muscimol	an	GABAA-Rezeptoren		

In den drei untersuchten Gruppen waren nur geringe Unterschiede in den Ligandenbindungsdichten 

von [³H]Muscimol vorhanden. 

In den ischämischen Arealen waren die Ligandenbindungsdichten von [³H]Muscimol in allen Gruppen 

erhöht (nicht gezeigt). Ansonsten ergaben sich für die jeweiligen experimentellen Gruppen wenige, 

statistisch nicht signifikante Trends. 

In der Peri-Infarkt-Region waren die Ligandenbindungsdichten in den drei Gruppen weitgehend gleich. 

In dem der unmittelbaren Grenzzone korrespondierenden Areal auf der kontralateralen Hemisphäre 

war die Ligandenbindungsdichte an GABAA-Rezeptoren in der Substitutionsgruppe deutlich 

vermindert, allerdings statistisch nicht signifikant (Abbildung 17). 

 Auch in den ipsi- und kontralateralen Hippocampus-Arealen fanden sich keine statistisch signifikanten 

Unterschiede (Abbildung 17). 

Im sekundären somatosensorischen Kortex auf Höhe des Striatums waren die Ligandenbindungs-

dichten von [³H]Muscimol der  drei Gruppen weitgehend gleich (Abbildung 18).  

Im ipsilateralen piriformen Kortex und im lateralen olfaktorischen Trakt im Infarktkern auf Höhe des 

Striatums zeigte sich eine deutliche Verminderung der Ligandenbindungsdichte von [³H]Muscimol an 

GABAA-Rezeptoren in der Substitutionsgruppe. Dieser Effekt war statistisch jedoch nicht signifikant. 

Die nicht substituierten Tiere zeigten Ligandenbindungsdichten ähnlich der Wildtypgruppe (Abbildung 

18). 

Die Ligandenbindungsdichten von [³H]Muscimol im sekundären somatosensorischen Kortex auf Höhe 

des Hippocampus waren bei substituierten Tieren tendenziell höher als in Wildtyp-Tieren und in nicht 

substituierten Tieren (Abbildung 18). 
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Abbildung 17: Ligandenbindungsdichten von [³H]Muscimol an GABAA-Rezeptoren in der 

Peri-Infarkt-Region und in ausgewählten Hippocampus-Arealen auf der Seite des Infarktes 

und kontralateral. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der Wildtypgruppe 

entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

IBZ: immediate border zone, unmittelbare Grenzzone; BZ: border zone, Grenzzone; AC: 

adjecent cortex, dem Infarkt angrenzender Kortex; Str. oriens: Stratum oriens; Str. pyr: 

Stratum pyramidale; Str. rad: Stratum radiatum; Str. luc: Stratum lucidum; Str. gr: Stratum 

granulosum; Str. mol: Stratum moleculare; GD: Gyrus dentatus. 
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Abbildung 18: Ligandenbindungsdichten von [³H]Muscimol an GABAA-Rezeptoren in 

Kortexarealen im Infarktkern und kontralateral des Infarktes: sekundärer somato-

sensorischer Kortex auf Höhe des Striatums und des Hippocampus sowie piriformer 

Kortex auf Höhe des Striatums. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der 

Wildtypgruppe entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p 

< V,VX
Y

 = 0,017). 

S2: sekundärer somatosensorischer Kortex; lo: lateraler olfaktorischer Trakt. 
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4.3.4	Ligandenbindungsdichten	von	[3H]8-OH-DPAT	an	5-HT1A-Rezeptoren	

In den Ligandenbindungsdichten von [³H]8-OH-DPAT fanden sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen. Lediglich kleine Trends waren vorhanden. 

In den ischämischen Arealen waren die Ligandenbindungsdichten von [3H]8-OH-DPAT in allen Gruppen 

niedriger als in den korrespondierenden kontralateralen Bereichen (nicht gezeigt). 

In der Peri-Infarkt-Region und in den entsprechenden kontralateralen Bereichen waren keine 

Unterschiede erkennbar (Abbildung 19). 

Im CA3-Sektor des Hippocampus zeigte sich eine tendenzielle Erhöhung der Ligandenbindungsdichte 

an 5-HT1A-Rezeptoren in der Substitutionsgruppe verglichen mit der Wildtypgruppe und nicht 

substituierten Tieren. In der kontralateralen Hemisphäre waren keine nennenswerten Unterschiede in 

den hippocampalen [3H]8-OH-DPAT-Ligandenbindungsdichten zwischen den verschiedenen 

experimentellen Gruppen erkennbar (Abbildung 19). 

Auch im sekundären somatosensorischen Kortex im Infarktkern sowie im korrespondierenden 

kontralateralen sekundären somatosensorischen Kortex waren keine nennenswerten Unterschiede 

zwischen den Gruppen erkennbar (Abbildung 20). 

In den unterschiedlichen Schichten des piriformen Kortex zeigten sich weder ipsi- noch kontralateral 

Unterschiede zwischen den Gruppen. Im lateralen olfaktorischen Kortex in der ischämischen 

Hemisphäre war die Ligandenbindungsdichte in der Substitutionsgruppe, im Vergleich zur 

Wildtypgruppe deutlich vermindert, allerdings war dieser Unterschied nicht statistisch signifikant. 

Nicht substituierte G-CSF-defiziente Tiere zeigten Ligandenbindungsdichten sehr ähnlich denen der 

Wildtyptiere. Im Gegensatz dazu war die Ligandenbindungsdichte im lateralen olfaktorischen Trakt auf 

der kontralateralen Seite sowohl in substituierten als auch in nicht substituierten Tieren, im Vergleich 

zur Wildtypgruppe deutlich, jedoch nicht signifikant, erhöht (Abbildung 20). 

Im sekundären somatosensorischen Kortex auf Höhe des Hippocampus zeigten sich ipsilateral wie auch 

kontralateral keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 20). 
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Abbildung 19: Ligandenbindungsdichten von [3H]8-OH-DPAT an 5-HT1A-Rezeptoren in der 

Peri-Infarkt-Region und in ausgewählten Hippocampus-Arealen auf der Seite des Infarktes 

und kontralateral. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe (Mittelwert der Wildtypgruppe 

entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

IBZ: immediate border zone, unmittelbare Grenzzone; BZ: border zone, Grenzzone; AC: 

adjecent cortex, dem Infarkt angrenzender Kortex; Str. oriens: Stratum oriens; Str. pyr: 

Stratum pyramidale; Str. rad: Stratum radiatum; Str. luc: Stratum lucidum; Str. gr: Stratum 

granulosum; Str. mol: Stratum moleculare; GD: Gyrus dentatus. 
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Abbildung 20: Ligandenbindungsdichten von [3H]8-OH-DPAT an 5-HT1A-Rezeptoren in 

Kortexarealen im Infarktkern und kontralateral des Infarktes: Sekundärer 

somatosensorischer Kortex auf Höhe des Striatums und des Hippocampus sowie 

piriformer Kortex auf Höhe des Striatums. Werte in % relativ zur Wildtypgruppe 

(Mittelwert der Wildtypgruppe entspricht 100%; Mittelwerte ± Standardabweichung des 

Mittelwertes, *p < V,VX
Y

 = 0,017). 

S2: sekundärer somatosensorischer Kortex; lo: lateraler olfaktorischer Trakt. 
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5.	Diskussion	

In der Vorstudie zu dieser Arbeit konnten neuroprotektive Effekte von G-CSF in einem Mausmodell mit 

G-CSF-defizienten Tieren demonstriert werden: Transiente fokale zerebrale Ischämie ging bei G-CSF-

defizienten Mäusen nach 48 Stunden mit größeren Infarkten und schlechterem neurologischen 

Outcome einher. Dieser Effekt konnte durch Substitution von G-CSF nivelliert werden (Sevimli et al., 

2009). 

Die vorliegende Arbeit sollte untersuchen, ob spezifische Unterschiede in den Liganden-

bindungsdichten an exzitatorischen Glutamat-, inhibitorischen GABAA- oder modulierenden 5-HT1A-

Rezeptoren zwischen den unterschiedlichen experimentellen Gruppen bestehen, die möglicherweise 

die beschriebenen größeren Infarkte in den G-CSF-defizienten Tieren erklären. Dazu wurden 

Infarktvolumina sowie die Ligandenbindungsdichten an NMDA-, AMPA-, GABAA- und 5-HT1A-

Rezeptoren in ausgewählten Hirnarealen in Wildtyp-Tieren, G-CSF-defizienten Mäusen und G-CSF-

defizienten Mäusen, welchen G-CSF substituiert wurde, 24 Stunden nach 45-minütiger fokaler 

zerebraler Ischämie untersucht. 

5.1	Diskussion	der	Ergebnisse	

5.1.1	Infarktvolumina	

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, dass 24 Stunden nach 45-minütiger fokaler Ischämie, also im 

frühen post-ischämischen Zeitraum, die Infarktvolumina zwischen G-CSF-defizienten Mäusen und 

Wildtyptieren nicht statistisch signifikant unterschiedlich waren. Dies ist ein zunächst überraschendes 

Ergebnis, insbesondere da das Experimentdesign der vorliegenden Arbeit und der Vorstudie bis auf 

den späteren Zeitpunkt der Gewebeentnahme bei der Vorstudie weitgehend identisch sind. So zeigten 

sich in der Vorstudie 48 Stunden nach Ischämie in G-SCF-defizienten Tieren größere Infarkte als in 

Wildtyp-Tieren. Diese Unterschiede konnten durch G-CSF-Substitution nivelliert werden (Sevimli et al., 

2009). 

Dieses Ergebnis bestätigt weiterhin, dass es problematisch ist, Infarktvolumina nur zu einem einzigen 

Zeitpunkt zu bestimmen. Die Bestimmung von Infarktvolumina zu mehreren Zeitpunkten wäre 

aufschlussreicher, dies würde allerdings eine größere Anzahl an Versuchstieren erfordern (Fisher et al., 

2009). 

5.1.2	Ligandenbindungsdichten	an	AMPA-,	NMDA-,	GABAA-	und	5-HT1A-Rezeptoren	

Die meisten statistisch signifikanten Unterschiede in den Ligandenbindungsdichten waren in den 

AMPA-Rezeptor-Autoradiographien erkennbar. So zeigte sich in den Arealen um den Infarkt sowie in 

kontralateralen Kortexarealen eine teilweise statistisch signifikant höhere Ligandenbindungsdichte an 

AMPA-Rezeptoren in G-CSF-defizienten Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Dieser Effekt scheint 
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spezifisch auf die Abwesenheit von G-CSF zurückzuführen zu sein, da die Ligandenbindungsdichten der 

Tiere, denen G-CSF substituiert wurde, weitgehend denen der Wildtyp-Tiere entsprachen. 

Glutamat ist der wichtigste erregende Ligand im zentralen Nervensystem und wirkt über AMPA, Kainat 

und NMDA-Rezeptoren. Die Glutamat-Rezeptoren sind an zahllosen neurodegenerativen Prozesse 

beteiligt, wobei insbesondere AMPA ein hohes exzitotoxisches Potential besitzt und an verzögertem 

Zelltod in der ischämischen Phase beteiligt ist (Kristensen et al. (2001) und 2.3.3). 

Während die Prävention von AMPA-Rezeptor-assoziierter Exzitotoxizität durch G-CSF im frühen 

Zeitraum nach zerebraler Ischämie neuroprotektiv wirkt (vergleiche 2.3.3), ist in der chronischen post-

ischämischen Phase die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren eine Voraussetzung für erfolgreiche 

Regeneration und verbessertes neurologisches Outcome (Carmichael, 2012). 

Dieser Aspekt ist von vielen Neuroprotektiva bekannt, welche zwar in der frühen post-ischämischen 

Phase protektiv wirken, in der Erholungsphase aber negative Auswirkungen haben. Dies ist darauf 

zurückzuführen, dass die meisten Neuroprotektiva eine biphasische Rolle haben: in der akuten Phase 

verhindern sie Zellschäden, in der Erholungsphase haben sie jedoch schädigende Auswirkungen. 

Relevant ist dies auch für die Übertragung von Daten aus Tiermodellen auf Schlaganfallpatienten 

(vergleiche 5.3.4 und Lo (2008b)). 

Die erhöhten Ligandenbindungsdichten an AMPA-Rezeptoren in Kortexarealen um den Infarktkern 

sowie in der kontralateralen Hemisphäre bei G-CSF-defizienten Tieren bieten eine Erklärung für die 

nach 48 Stunden feststellbaren größeren Infarktvolumina bei G-CSF-defizienten Tieren. Weiterhin 

scheint die Prävention post-ischämischer AMPA-Rezeptor-Hochregulation, neben den in Abschnitt 

2.2.3 besprochenen Mechanismen, ein weiterer, bisher noch nicht beschriebener neuroprotektiver 

Mechanismus von G-CSF zu sein (Mammele et al., 2015). 

5.2	Diskussion	von	Material	und	Methoden	

5.2.1	Verwendetes	Schlaganfallmodell	

Für die vorliegende Arbeit wurde ein etabliertes Schlaganfallmodell verwendet: Über 45 Minuten 

wurde weiblichen, tief anästhesierten Mäusen mittels Monofilament die Arteria cerebri media 

okkludiert, wobei sowohl die Ischämie als auch die anschließende Reperfusion mittels Laserdoppler 

validiert wurden (siehe 3.4 und Hata et al. (1998)). Somit wurde eine Methode gewählt, welche 

reproduzierbar eine fokale, relativ große und monohemisphärische transiente Ischämie hervorruft 

(Carmichael, 2005). Die Okklusion mittels Monofilament gewährleistet die prompte Reperfusion von 

ischämischen Arealen. Prompte Reperfusion ist in spontanen cerebralen Ischämien beim Menschen 

nur bedingt typisch, ahmt jedoch die zukünftig immer häufiger eingesetzte mechanische 

Thrombektomie nach (Sommer, 2017).  
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Fokale Ischämien treten bei Menschen weitaus häufiger auf als globale Ischämien, wobei das von der 

Arteria cerebri media versorgte Hirnareal beim Menschen am häufigsten von ischämischen Insulten 

betroffen ist (siehe 2.2.5). Durch die Wahl eines fokalen Schlaganfallmodells im Stromgebiet der 

Arteria cerebri media wurde also der beim Menschen häufigsten Situation Rechnung getragen.  

Transiente Ischämien sind für die weitergehende Untersuchung von Neuroprotektiva die empfohlene 

Modalität, während permanente Ischämien zu Beginn der Untersuchungen angewandt werden sollten 

(Stroke Therapy Academic Industry Roundtable, 1999, Fisher et al., 2009). Da die vorliegende 

Untersuchung zu G-CSF zu den weitergehenden Untersuchungen zählt, wurde hier ein 

Reperfusionsmodell gewählt. Weiterhin stellt die Reperfusion einen signifikanten Aspekt ischämischer 

Schlaganfälle beim Menschen dar (Carmichael, 2005), der durch das gewählte Modell berücksichtigt 

wird. 

Bei einer relativ langen Ischämiedauer von 45 Minuten entsteht reproduzierbar ein recht großes 

ischämisches Areal, allerdings variieren die Infarktgrößen zwischen und innerhalb verschiedener 

Mäusespezies relativ stark (Carmichael, 2005). Dieser Aspekt wurde in Anbetracht der niedrigeren 

Morbidität und Mortalität als hinnehmbar empfunden. Bei einer Zeitdauer von 45 Minuten ist eine 

schnelle Infarzierung des Striatums und eine verzögerte Infarzierung im Kortex zu beobachten 

(Hermann et al., 2001), eine Infarktausbreitung, die für diese Studie passend erschien. 

Halothan ist, wie viele volatile Narkotika, neuroprotektiv wirksam (Deng et al., 2014). Allerdings kommt 

dieser Effekt bei allen Gruppen in gleichem Maße zum Tragen, so dass sich der Effekt nicht auf die 

Ergebnisse auswirken dürfte. 

24 Stunden nach Ischämie wurden die Tiere dekapitiert. Der Zeitpunkt von 24 Stunden nach Ischämie 

liegt im frühen post-ischämischen Zeitraum und liegt – bei Mäusen und bei Menschen – innerhalb des 

Zeitraums, in dem das Gewebe der Penumbra noch zu retten ist, sofern sich die dort grenzwertige 

Perfusion innerhalb von 48 Stunden normalisiert (vergleiche 2.1.5 und Heiss und Podreka (2005), 

Ferrer et al. (2008), Wei und Dore (2010)). 

Die Mortalität von insgesamt 17,3 % der Tiere lag etwas unterhalb derjenigen von 20 % in der 

vorangegangenen, methodisch identischen Arbeit (Sevimli et al., 2009) sowie im Bereich der in der 

Literatur angegebenen Mortalitätsraten (beispielsweise Rousselet et al. (2012)). 

Wie in der Vorgängerstudie (Sevimli et al., 2009) wurden weibliche Tiere verwendet, da bis dahin der 

Nachweis der Effektivität von G-CSF im Schlaganfallmodell bei weiblichen Tieren fehlte. Der Nachweis 

der Effektivität bei weiblichen Tieren wurde durch die größeren Infarktvolumina und das schlechtere 

neurologische Outcome bei G-CSF-defizienten Tieren, sowie die Reversibilität des Effektes durch 

Applikation von G-CSF,  erbracht (Sevimli et al., 2009). 
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Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit – wie schon in der vorangegangenen Studie dieser 

Arbeitsgruppe – keine mit G-CSF substituierten Wildtyp-Tiere untersucht, da diese Studie vor allem das 

endogene G-CSF-System untersuchen soll. Durch den Vergleich mit nicht substituierten Wildtyp-Tieren 

und substituierten G-CSF-defizienten Tieren konnte der Effekt der Abwesenheit von G-CSF hinreichend 

untersucht werden und die Anzahl der Tiere, im Sinne der Vorgaben der Europäischen Union zu 

Tierversuchen (Europäischer Rat, 1986), weit möglichst reduziert werden. 

5.2.2	Analyse	der	Infarktvolumina	

Infarktvolumina wurden volumetrisch durch Analyse von silbergefärbten koronaren Schnitten 

untersucht. Die Silberfärbung nach Vogel ist bewährt und Infarktgrenzen sind verlässlich auszumachen 

(siehe Abbildungen 7 und 8; Vogel et al. (1999)). 

Bei der Analyse der Silberfärbungen zur Bestimmung der Infarktvolumina fielen schnittbedingt 

unregelmäßige Ränder der Präparate auf. Die unregelmäßigen Ränder konnten jedoch am 

Computerbildschirm exakt markiert und somit alle Flächen und Volumina korrekt erfasst werden 

(vergleiche 3.6 und Abbildungen 7 und 8). 

5.2.3	Analyse	der	Ligandenbindungsdichten	

In dieser Studie wurden Areale im Infarktkern sowie die Peri-Infarkt-Areale und Areale auf der 

kontralateralen Seite untersucht. Es wurden der sekundäre somatosensorische Kortex sowie der 

piriforme Kortex ausgewählt, da diese Areale bei Okklusion der Arteria cerebri media regelmäßig von 

Ischämie betroffen sind. So wurden zwei funktionale Kortexareale des Neocortex und Allocortex 

untersucht, welche beim Menschen häufig von Ischämien betroffen sind (vergleiche 2.1.6 und 2.3.1) 

und welche aufgrund ihrer Ausbreitung im Kortex verlässlich aufgefunden und am Bildschirm markiert 

werden konnten. 

Die Penumbra ist der dynamische Bereich um den Infarktkern, der durch akute Therapie potentiell 

noch zu retten ist (siehe Abschnitt 2.1.5). Da Neuroprotektion insbesondere auf die Penumbra abzielt, 

ist diese für die vorliegende Arbeit besonders relevant. Als Korrelat dieses Bereiches wurden in dieser 

Arbeit die den Infarktkern umgebende unmittelbare Grenzzone sowie die der unmittelbaren 

Grenzzone anliegende Grenzzone untersucht (vergleiche Abbildung 9).  

Um potentielle Auswirkungen auf nicht infarzierte Kortexareale zu untersuchen, wurde zusätzlich der 

benachbarte Kortex Rezeptor-autoradiographisch analysiert. Weiterhin wurden die Liganden-

bindungsdichten auch in kontralateralen Arealen untersucht. 

Die Rezeptor-Autoradiographie als Methode wurde gewählt, weil diese sowohl spezifisch die genaue 

Lokalisation von Rezeptoren darstellen kann, als auch eine spezifische Markierung unterschiedlicher 

Rezeptoren erlaubt. Dabei sind quantitative Aussagen über die Ligandenbindung möglich und somit 
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kann das Vorliegen von Rezeptoren räumlich hochauflösend quantifiziert werden. Weiterhin ist die 

Rezeptor-Autoradiographie seit Jahrzehnten als Standardtechnik etabliert und validiert (Young und 

Kuhar, 1979, Watson und Cullinan, 2000). 

Nachteile der Rezeptor-Autoradiographie sind notwendige Vorsichtsmaßnahmen bei der 

Durchführung auf Grund der Radioaktivität der Tritium-markierten Liganden und der auf Grund der 12 

Wochen langen Expositionsdauer recht langen Zeit bis zum Vorliegen der Radiographien. Außerdem 

variiert bei der Rezeptor-Autoradiographie die unspezifische Ligandenbindungsdichte je nach Ligand, 

was in der Auswertung berücksichtigt werden muss. Dazu wurde in dieser Arbeit die unspezifische 

Ligandenbindungsdichte im Corpus callosum gemessen und die spezifische Ligandenbindungsdichte 

errechnet, indem von der gesamten Ligandenbindungsdichte die unspezifische 

Ligandenbindungsdichte subtrahiert wurde (vergleiche 3.7). (Young und Kuhar, 1979, Watson und 

Cullinan, 2000). 

Für die Rezeptor-Autoradiographie wurden Liganden gewählt, von denen bekannt ist, dass die 

jeweiligen Rezeptoren potentiell in Neuroprotektion oder Exzitotoxizität involviert sind. Somit konnten 

mögliche neuroprotektive Wirkmechanismen von G-CSF auf Rezeptorebene untersucht werden. Dabei 

wurden sowohl exzitatorische Glutamat als auch inhibitorische GABAA- und 5-HT1A-Rezeptoren 

untersucht. 

Von den Glutamat-Rezeptoren wurden NMDA- und AMPA-Rezeptoren ausgewählt, da es 

umfangreiche Daten zu ihrem Einfluss im post-ischämischen Gehirn gibt. Sowohl ihre Exzitotoxizität  

als auch positive Einflüsse in der Erholungsphase sind bekannt (vergleiche 2.3.3 und Sommer et al. 

(2003), Kristensen et al. (2001), Szenasi et al. (2008)). 

GABAA-Rezeptoren wurden unter anderem ausgewählt, um einen inhibitorischen Rezeptor zu 

untersuchen. Außerdem sind insbesondere im Hippocampus, welcher in dieser Arbeit eingehend 

untersucht wurde, positive Effekte der Abschwächung GABAerger Aktivität in der frühen post-

ischämischen Phase dokumentiert (Li et al., 2013). Andererseits hat die Aktivierung von GABAA-

Rezeptoren auch neuroprotektive Wirkung (vergleiche 2.3.3 und Kim et al. (2014), ). 

Auch für Agonisten an inhibitorischen 5-HT1A-Rezeptoren sind neuroprotektive Effekte in Tiermodellen 

beschrieben (vergleiche 2.3.3, (Berends et al., 2005, Johansen et al., 2014)). 

5.3	Übertragbarkeit	der	Ergebnisse	auf	den	Menschen	

Mäuse sind auf Grund der relativen Leichtigkeit der Genmanipulation die bevorzugte Spezies für 

Untersuchungen zum zentralen Nervensystem allgemein und insbesondere zu Krankheiten des 

Menschen (Watson et al., 2011). So wurde auch in dieser Arbeit ein Schlaganfallmodell an G-CSF-

defizienten Mäusen verwendet, um das endogene G-CSF und dessen Einflüsse auf die 
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Ligandenbindungsdichte an unterschiedlichen Rezeptoren nach Ischämie in murinen Gehirnen zu 

verstehen. Diese Erkenntnisse sollen Mechanismen beim Menschen verstehen helfen. 

Somit stellt sich die Frage, wie sehr sich die Gehirne von Mäusen und Menschen histologisch und 

funktionell ähneln und inwieweit Erkenntnisse aus Experimenten an Mäusen auf den Menschen 

übertragbar sind. Zur Beantwortung dieser Frage sind unzählige Aspekte relevant, von denen eine 

Auswahl im Folgenden diskutiert werden soll. Welche dieser Aspekte maßgeblich für die Übertragung 

von Ergebnissen aus Tiermodellen auf den Menschen sind, ist momentan unbekannt (Fisher et al., 

2009). 

5.3.1	Ähnlichkeit	muriner	und	humaner	Gehirne	

Die Ähnlichkeiten zwischen dem humanen und dem murinen Kortex sind „recht oberflächlich – 

Proteinsequenzen, Wachstumsmuster, Ähnlichkeiten zwischen Neuronen- und Gliaphänotypen und 

eine gemeinsame Organisationsstruktur. [...] die substantiellen Unterschiede zwischen murinem und 

humanem Kortex sollten [...] anerkannt und respektiert werden“ (Watson et al., 2011). 

In funktioneller Hinsicht besteht der größte Unterschied zwischen humanem und murinem Neokortex 

darin, dass dieser bei Menschen zielstrebigem Handeln dient. Mäusen dient der Neokortex zwar zur 

Bewegungssteuerung, aber die kortikale Kontrolle der Motorik ist bei Mäusen weit weniger direkt als 

bei Menschen (Watson et al., 2011).  

In struktureller Hinsicht haben murine und humane Gehirne große Ähnlichkeiten, aber auch 

grundlegende Unterschiede: Makroskopisch unterscheiden sich murine und humane Gehirne in der 

Gyrierung, welche bei den lissenzephalen Mäusen nicht vorhanden ist, aber beim gyrenzephalen 

Menschen eine größere Kortexoberfläche ermöglicht (Schiebler und Korf, 2007). Auch das Verhältnis 

von Gehirn- zu Körpergewicht ist zwischen den beiden Spezies unterschiedlich, allerdings ist das 

Verhältnis von kortikalen zu zerebellären Neuronen sehr ähnlich. Auf der mikroskopischen Ebene ist 

der schichtweise Aufbau, sowie die Neurone in den Schichten des Neokortex der beiden Spezies 

vergleichbar. Unterschiedlich ist die Dichte der Neurone im Neocortex; diese ist bei Mäusen höher. Die 

Anzahl von Interneuronen und Gliazellen ist bei Mäusen geringer als beim Menschen (Watson et al., 

2011). Weiterhin hat das menschliche Gehirn einen weit größeren Anteil an weißer Substanz als das 

Gehirn von Nagern (Fisher et al., 2009). 

Im Neokortex sind außerdem die Schichten 2 und 3 bei Mäusen dünner und weniger differenziert als 

bei Primaten. Somit werden diese zusammengefasst zu Schicht 2/3. Die bei Nagern vorhandene Schicht 

7 ist beim Menschen nicht vorhanden (vergleiche 2.3.1 und Watson et al. (2011). 

Das Verhältnis von erregenden zu hemmenden Synapsen ist im Kortex von Mäusen etwas niedriger als 

in dem von Menschen. Der murine Kortex beherbergt proportional weniger Neurone als der humane 

Kortex (DeFelipe et al., 2002). 
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Die dargestellten strukturellen und funktionellen Unterschiede zwischen murinen und humanen 

Gehirnen könnten mit dafür verantwortlich sein, dass die Translation von Ergebnissen aus 

Schlaganfallmodellen in die klinische Medizin bisher weitgehend erfolglos war. Es ist jedoch 

beispielsweise umstritten, ob das Verwenden lissenzephaler Tiere in Schlaganfall-Modellen einen 

Nachteil darstellt (Mergenthaler und Meisel, 2012, Cook und Tymianski, 2012). 

5.3.2	Alterungsprozesse	

In der vorliegenden Arbeit wurden wie in den meisten anderen Tierstudien zu Neuroprotektiva keine 

alten Tiere verwendet. Die meisten Schlaganfälle bei Menschen ereignen sich jedoch bei Menschen im 

höheren Lebensalter. 

Alterungsprozesse beeinträchtigen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik und somit die Sicherheit 

und Effektivität von Pharmaka (Fisher et al., 2009). Während G-CSF auch bei älteren Menschen in der 

Anwendung sicher ist (Moriya et al., 2013), geht ein höheres Lebensalter generell mit einem erhöhten 

Risiko für hämorrhagische Transformation nach Thrombolyse einher (National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Weiterhin ist bei älteren Menschen die 

Regenerationsfähigkeit des Gehirns nach Ischämie eingeschränkt (Fisher et al., 2009, Hattiangady et 

al., 2008). 

Obwohl bei älteren Versuchstieren die Mortalität in Schlaganfallmodellen höher ist, könnten 

Experimente an älteren Tieren die Übertragbarkeit von Ergebnissen aus Studien an 

Schlaganfallmodellen auf den Menschen erhöhen. Insbesondere bei potentiellen Neuroprotektiva, bei 

denen die klinische Anwendung in absehbarer Nähe erscheint – wie dies bei G-CSF der Fall war und 

noch ist – sollten Alterungsprozesse berücksichtigt werden (Mergenthaler und Meisel, 2012). 

5.3.3	Begleiterkrankungen	

In der vorliegenden Arbeit wurden gesunde Tiere verwendet. Im Gegensatz dazu leiden 

Schlaganfallpatienten häufig unter Begleiterkrankungen. Einige dieser Begleiterkrankungen, welche 

Mechanismen von Neuroprotektion oder die physiologische Regeneration nach Ischämie 

beeinträchtigen, werden im Folgenden dargelegt. 

Schlaganfallpatienten leiden in circa einem Drittel der Fälle unter hohem Blutdruck, welcher den 

wichtigsten Risikofaktor für Schlaganfälle darstellt (vergleiche 2.1.3). Arterielle Hypertonie 

beeinträchtigt nicht nur die Blutgefäße an sich, sondern auch die Kompensationsmechanismen der 

neurovaskulären Einheit nach Ischämie. Die physiologische Fähigkeit von Neuronen, Gliazellen, 

Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen zur Induktion von Vasodilatation in aktivierten 

Hirnarealen ist in Individuen mit arterieller Hypertonie herabgesetzt. Somit ist der zerebrale Blutfluss 

in ischämischen Arealen doppelt beeinträchtigt: Zum einen durch die akute Ischämie und zum anderen 
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durch die chronische Schädigung der neurovaskulären Einheit (Girouard und Iadecola, 2006). Diese 

Effekte sind in Tiermodellen des ischämischen Schlaganfalles wenig untersucht, unter anderem auf 

Grund der Heterogenität der verfügbaren Hypertonie-Modelle (Fisher et al., 2009). 

Diabetes und Hyperglykämie, welche ebenfalls bei circa einem Drittel der Schlaganfallpatienten 

vorliegen, verursachen vaskuläre Veränderungen, welche wiederum Vasokonstriktion, 

Thrombusbildung und Inflammation begünstigen. Somit sind Gefäße von Patienten mit Diabetes oder 

Hyperglykämie empfindlicher für Reperfusions-Schäden (Martini und Kent, 2007).  

Circa ein Drittel der Schlaganfallpatienten raucht Zigaretten. Zigarettenrauchen erhöht das relative 

Risiko um bis das Vierfache (vergleiche 2.1.3) und verschlechtert das funktionelle Outcome bei 

ischämischem Schlaganfall. So ist Nikotin verantwortlich für größere Hirnödeme bei Rauchern (Paulson 

et al., 2010) sowie eine geringere ischämische Toleranz durch eine verringerte Aktivität von Glukose-

Transportern (Shah et al., 2015). 

Auch die Abbildung von Komorbiditäten (ähnlich wie die von Alterungsprozessen) könnte die 

Übertragbarkeit von Ergebnissen aus Studien an Schlaganfallmodellen auf den Menschen verbessern. 

(Mergenthaler und Meisel, 2012).  

5.3.4	Komedikation	

Komedikation hat sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf das Outcome nach einem 

Schlaganfall (Goldstein, 1998). Da es schwierig ist, Interaktionen von Pharmaka in Tiermodellen zu 

untersuchen, wurde dieser Faktor bislang kaum systematisch untersucht. Nach den Empfehlungen des  

Stroke Therapy Academic Industry Roundtable sollten Komedikation und die daraus resultierenden 

Interaktionen aber zumindest in Betracht gezogen werden (Fisher et al., 2009). 

5.3.5	Biphasizität	von	Neuroprotektiva	

Viele Neuroprotektiva haben in der akuten Phase nach cerebraler Ischämie eine protektive Wirkung, 

in der Erholungsphase jedoch eine schädigende Wirkung (vergleiche 5.1.1 und Lo (2008b)). 

So hat beispielsweise die Überaktivität von NMDA-Rezeptoren im akuten Zeitraum nach Ischämie die 

Aktivierung verschiedener biochemischer Kaskaden zur Folge, welche wiederum zum Untergang von 

Neuronen führen. In der Erholungsphase scheinen NMDA-Rezeptoren allerdings anti-apoptotisch und 

neurogenetisch zu wirken (Arvidsson et al., 2001, Ikonomidou et al., 2000). 

Auch für AMPA-Rezeptoren ist diese Biphasizität beschrieben: Die Prävention von AMPA-Rezeptor-

assoziierter Exzitotoxizität durch G-CSF im frühen Zeitraum nach zerebraler Ischämie hat 

neuroprotektive Wirkung, allerdings ist in der chronischen Phase nach Ischämie die Aktivierung von 

AMPA-Rezeptoren und anderen Glutamat-Rezeptoren eine Voraussetzung für erfolgreiche 
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Regeneration und verbessertes neurologisches Outcome (vergleiche 2.3.3 und Carmichael (2012), 

Muller et al. (2008), Diederich et al. (2012)). 

Um Neuroprotektiava trotz ihrer Biphasizität klinisch erfolgreich zu nutzen, muss der Zeitraum bekannt 

sein, in welchem sie tatsächlich protektiv wirken und ab wann negative Auswirkungen vorherrschen 

(Lo, 2008b). 

In dem in dieser Arbeit dargestellten Experiment sowie in der Vorstudie wurden Untersuchungs-

zeitpunkte 24 beziehungsweise 48 Stunden nach Ischämie gewählt (Sevimli et al., 2009). Diese 

Zeiträume liegen im frühen postischämischen Zeitraum. In der frühen postischämischen Phase sind die 

modulatorischen Effekte von Neuroprotektiva auf die Freisetzung von insbesondere erregenden 

Neurotransmittern am stärksten ausgeprägt. So sind beispielsweise von vielen anderen Substanzen 

bereits neuroprotektive Effekte bekannt, welche im frühen post-ischämischen Zeitraum über die 

Reduktion der Aktivität von Glutmatat-Rezeptoren vermittelt werden (Ndeltchev und Mattle, 2014, 

Onwuekwe und Ezeala-Adikaibe, 2012). Um einen möglichen ähnlichen Mechanismus für G-CSF zu 

dokumentieren, wurde für diese Arbeit der frühe post-ischämische Zeitraum als 

Untersuchungszeitpunkt gewählt. 

5.3.6	Fazit	

Die vorliegende Arbeit untersucht Mechanismen der Neuroprotektion durch endogenes G-CSF an 

einem Tiermodell. Wie in diesem Abschnitt erkennbar wurde, kann ein Tiermodell nicht alle Faktoren 

abbilden, die in der post-ischämischen Phase bei Schlaganfallpatienten Einfluss auf biochemische 

Prozesse und das funktionelle Outcome haben. 

Als Grundlagenarbeit hat dieses Experiment zwar nicht den Anspruch, diese Faktoren alle abzubilden, 

aber dennoch ergeben sich Konsequenzen für die Anwendbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen: 

Unter anderem können Unterschiede in Gehirnstruktur und -funktion zwischen Versuchstieren und 

Menschen sowie das Vorliegen von Alterungsprozessen, Begleiterkrankungen und Komedikation bei 

Schlaganfallpatienten und nicht zuletzt die unterschiedlichen Einflüsse von Ansatzpunkten von 

Neuroprotektive zu verschiedenen Zeiträumen nach Ischämie zum Teil erklären, warum viele 

erfolgversprechende Neuroprotektiva bei Schlaganfallpatienten nicht die erhoffte Wirkung zeigten 

(Sutherland et al., 2012, Minnerup et al., 2012). 

Hier sind weitere Experimente und neue Ansätze notwendig, um die Anwendbarkeit von Tiermodellen 

auf das multifaktorielle Krankheitsbild des ischämischen Schlaganfalles zu erhöhen – mit dem Ziel, die 

besten Therapieansätze für Schlaganfallpatienten zu finden (Fisher et al., 2009, Lo, 2008a).  
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6.	Zusammenfassung	

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss des endogenen G-CSF-Systems auf neuronale 

Rezeptorbindungsdichten und insbesondere die Auswirkungen der Abwesenheit von G-CSF im 

zentralen Nervensystem 24 Stunden nach fokaler Ischämie. Dazu wurden Infarktvolumina sowie die 

Ligandenbindungsdichten an exzitatorischen NMDA- und AMPA-Rezeptoren und den inhibitorischen 

GABAA- und 5-HT1A-Rezeptoren in Kortexarealen im Infarktkern, im peri-ischämischem und 

kontralateralen Kortex sowie in Hippocampus-Arealen untersucht. 

Dazu wurde bei 40 Mäusen über 45 Minuten die Arteria cerebri media okkludiert, 24 Stunden später 

wurden die Gehirne entnommen und koronare Schnitte angefertigt. Schnitte im Abstand von 1 mm 

wurden silbergefärbt und Infarktvolumina volumetrisch bestimmt. Schnitte auf Höhe des Striatums 

und Hippocampus wurden mit [3H]AMPA, [3H]MK801, [3H]Muscimol und [3H]8-OH-DPAT Rezeptor-

autoradiographisch untersucht. Die Tiere waren in drei Gruppen aufgeteilt: Wildtyp-Tiere, G-CSF-

defiziente Mäuse und G-CSF-defiziente Mäuse, welchen G-CSF substituiert wurde. 

Es zeigte sich, dass im frühen post-ischämischen Zeitraum 24 Stunden nach Reperfusion die 

Infarktvolumina zwischen G-CSF-defizienten Mäusen und Wildtyptieren noch nicht statistisch 

signifikant unterschiedlich waren. Dies war ein überraschendes Ergebnis, da sich 48 Stunden nach 

Ischämie bei G-SCF-defizienten Tieren größere Infarkte zeigten als bei Wildtyp-Tieren (Sevimli et al., 

2009). Für diesen Befund bietet sich die Erklärungsmöglichkeit, dass in den Arealen um den Infarkt 

sowie in kontralateralen Kortexarealen die Ligandenbindungsdichte an AMPA-Rezeptoren in G-CSF-

defizienten Tieren erhöht war. Dieser Effekt scheint spezifisch auf die Abwesenheit von G-CSF 

zurückzuführen zu sein, da die Ligandenbindungsdichten der Tiere, denen G-CSF substituiert wurde, 

weitgehend denen der Wildtyp-Tiere entsprachen. Somit scheint die Prävention post-ischämischer 

AMPA-Rezeptor-Hochregulation, neben den bereits bekannten, ein weiterer, bisher in der Literatur 

noch nicht beschriebener neuroprotektiver Mechanismus von G-CSF zu sein. 

Weiterhin untermauern die im sehr frühen Zeitraum nach Ischämie noch nicht signifikant 

unterschiedlichen Infarktvolumina die Erkenntnis, dass es problematisch ist, Infarktvolumina nur zu 

einem Zeitpunkt zu bestimmen – vorzuziehen wäre, die Bestimmung von Infarktvolumina zu mehreren 

Zeitpunkten. 

In Anbetracht der Tatsache, dass G-CSF in einer ersten großen klinischen Studie bei 

Schlaganfallpatienten keinen erkennbaren neuroprotektiven Effekt hatte, stellt sich die Frage nach der 

Übertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierstudien mit erfolgversprechenden Neuroprotektiva auf den 

Menschen. Während Tiermodelle nicht den Anspruch haben, alle Faktoren abzubilden, die in der post-

ischämischen Phase bei Schlaganfallpatienten Einfluss auf biochemische Prozesse und das funktionelle 

Outcome haben, ergeben sich dennoch Konsequenzen für die Anwendbarkeit dieser Ergebnisse auf 
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den Menschen: Unter anderem können Unterschiede in Gehirnstruktur und -funktion zwischen 

Versuchstieren und Menschen sowie das Vorliegen von Alterungsprozessen, Begleiterkrankungen und 

Komedikationen bei Schlaganfallpatienten und nicht zuletzt die unterschiedlichen Einflüsse von 

Ansatzpunkten von Neuroprotektiva zu verschiedenen Zeiträumen nach Ischämie zum Teil erklären, 

warum viele erfolgversprechende Neuroprotektiva bei Schlaganfallpatienten häufig nicht die erhoffte 

Wirkung zeigen. 
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