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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die hypoxisch-ischamische Enzephalopathie (HIE) des reifen Neugeborenen ist eine Hirn-
schadigung, die aus einer unzureichenden Versorgung des Hirngewebes mit Sauerstoff
(Hypoxie) und Blut (Ischamie) im Rahmen einer perinatalen Asphyxie entstehen kann (A.
Hill & Volpe, 1989; Volpe, 1976). Die perinatale Asphyxie beschreibt einen Sauerstoffman-
gel im Blut bei gleichzeitiger Hyperkapnie und Azidose in Folge eines unzureichenden
Gasaustausches und stellt mit einem Anteil von etwa 25% eine der haufigsten Todesur-
sachen in der Neonatalperiode dar (Lawn et al., 2005; World Health Organization, 2018).
Ein asphyktischer Zustand kann vor, wahrend oder kurz nach der Geburt auftreten. Bei-
spielsweise konnen eine Plazentainsuffizienz oder eine Verlegung der kindlichen Atem-
wege durch Mekonium oder Fruchtwasser mogliche Ursachen sein (Finer et al., 1981; A.
Hill & Volpe, 1989). In Folge des Sauerstoffmangels kann es zu verschiedenen Organfunk-
tionsstorungen kommen. Insbesondere das neonatale Gehirn reagiert vulnerabel auf eine
Hypoxie, so dass eine anhaltende Asphyxie in einer hypoxisch-ischdmischen Enzephalo-
pathie resultieren kann (A. Hill & Volpe, 1989). Mit einer Inzidenz von etwa drei von 1000
Neugeborenen pro Jahr ist die HIE ein haufiger Grund fur Morbiditat und Mortalitat bei Neu-
geborenen (Eunson, 2015; Kurinczuk et al., 2010). Bei Uberlebenden Betroffenen kommt
es im Verlauf haufig zu schweren permanenten neurologischen Defiziten, die sich unter
anderem durch kognitive und psychosoziale Entwicklungsverzégerung, spastische Paresen
oder Epilepsien auern kénnen (de Vries & Jongmans, 2010; Finer et al., 1981). Klinische
und experimentelle Erhebungen weisen zunehmend darauf hin, dass das mannliche Ge-
schlecht dabei einen wesentlichen Risikofaktor darstellt (C. A. Hill & Fitch, 2012). Neben
einer hdheren Inzidenz von pranataler Anoxie, ist das mannliche Geschlecht mit einer er-
héhten Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung von neurologischen Langzeitdefiziten assozi-
iert (Golomb et al., 2009; Murden et al., 2019). Experimentelle Studien stitzen diese Be-
obachtungen. In mehreren Arbeiten wurde eine starkere histologische Schadensauspra-
gung und eine schlechtere neurologische Entwicklung nach Hypoxie-Ischamie (HI) in mann-

lichen Jungtieren festgestellt (Charriaut-Marlangue et al., 2017).

Die bisher einzig zugelassene und nachweislich neuroprotektive Therapiemoglichkeit bei
HIE ist die Hypothermie des Neugeborenen, bei der Betroffene fur 72 Stunden auf eine
systemische Temperatur von 33-34 °C gekuhlt werden (Jacobs et al., 2013; Shankaran et
al., 2005). Die Hypothermie ist durch ein kurzes therapeutisches Zeitfenster von sechs
Stunden limitiert (Wassink et al., 2014). Zudem mussen sieben bis acht Kinder behandelt

werden, damit ein betroffenes Kind von der Hypothermie profitiert (Azzopardi et al., 2014;
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Einleitung

Jacobs et al., 2013). Praklinische Studien deuten darlber hinaus darauf hin, dass Mann-
chen und Weibchen unterschiedlich auf Hypothermie ansprechen. Eine Meta-Analyse zur
Hypothermie im meist verwendeten Tiermodell der HIE, dem Rice-Vannucci-Modell, zeigte,
dass mannliche Tiere deutlich weniger von der Therapie profitieren als weibliche. Als Ursa-
che werden unterschiedliche Pathomechanismen im mannlichen und weiblichen Ge-
schlecht diskutiert (Wood et al., 2020). Auch in Bezug auf alternative Behandlungssche-
mata, die derzeit noch Gegenstand der Forschung sind, scheint das Geschlecht Einfluss
auf den Therapieerfolg zu haben: Beispielsweise bewirkte eine Kombination der Hypother-
mie-Behandlung mit dem pharmakologischen Adjuvans Allopurinol in weiblichen Tieren
eine Steigerung des neuroprotektiven Therapieeffektes, wohingegen bei Mannchen kein
Effekt nachweisbar war (Rodriguez-Fanjul et al., 2017). Auf Grund der bisher eingeschrank-
ten Therapiemdglichkeiten und der hohen Relevanz der Erkrankung ist es wichtig, neue
alternative Behandlungsansatze zu finden. Dies setzt jedoch ein tiefgreifendes Verstandnis
zugrundeliegender Pathomechanismen der HIE, insbesondere auch in Hinblick auf Ge-

schlechtsunterschiede, voraus.

Im Rahmen einer schweren Asphyxie fuhrt der Sauerstoffmangel auf Grund peripherer Va-
sokonstriktion zunachst zu einem Anstieg des systemischen Blutdruckes mit Aufrechterhal-
tung des zerebralen Blutflusses. Bei Anhalten der Asphyxie kommt es jedoch im Verlauf zu
einer Hypotonie und konsekutiv zu einer Ischamie des Gehirns und HIE-typischer Scha-
densausbildung (Gunn & Thoresen, 2019; Perlman, 2007). Wahrend der akuten Phase der
Hypoxie-Ischamie flhrt der Sauerstoffmangel im Gehirn Uber Versagen des physiologi-
schen aeroben Stoffwechsels und raschen Verbrauch energiereicher Phosphatverbindun-
gen zu einem primaren Energieversagen, das eine Kaskade verschiedener pathophysiolo-
gischer Mechanismen ausldst (Azzopardi et al., 1989; Rocha-Ferreira & Hristova, 2016).
Unter anderem verursachen metabolische Azidose, zytotoxische Zellschwellung, Exzitoto-
xizitat und oxidativer Stress einen primaren Zelluntergang sowie die Degradation der Blut-
Hirn-Schranke (Fatemi et al., 2009; Kumar et al., 2008; Leonardo & Pennypacker, 2009).
Nach der akuten Sauerstoffunterversorgung kommt es durch Reperfusion und Reoxygenie-
rung des Gewebes wahrend der Latenzphase zu einer Normalisierung des Energiehaus-
haltes und voribergehender Regeneration des Gewebes (Gunn & Bennet, 2009; Hagberg
et al., 2016). Die darauffolgende Phase des sekundaren Energieversagen mit erneutem
Zelluntergang ist insbesondere durch eine ausgepragte inflammatorische Reaktion gekenn-
zeichnet, die noch Wochen bis Monate nach dem Insult anhalten kann (Fleiss & Gressens,
2012; Winerdal et al., 2012). Ein wesentlicher Faktor, der das Verstandnis der genauen

Pathophysiologie und dementsprechend die Entwicklung neuer Therapieansatze er-
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schwert, ist das Geschlecht. In diesem Zusammenhang wurden Unterschiede in Zelltodme-
chanismen und der Vulnerabilitat gegentber oxidativem Stress in praklinischen Studien be-
obachtet (C. A. Hill & Fitch, 2012; Murden et al., 2019). Neben Unterschieden in akuten
Schadigungsmechanismen werden jedoch auch zunehmend geschlechtsabhangige Unter-
schiede in der neuroinflammatorischen Reaktion infolge der hypoxisch-ischamischen Hirn-

schadigung diskutiert (Charriaut-Marlangue et al., 2017).

Inflammation ist ein wesentlicher Bestandteil der HIE-Pathophysiologie, wobei dabei so-
wohl lokale Entziindungsreaktionen als auch die Infiltration peripherer Immunzellen eine
Rolle spielen. Nach einer initial vor allem pro-inflammatorischen Phase werden im Verlauf
vermehrt anti-inflammatorische und pro-regenerative Prozesse initiiert (Rocha-Ferreira &
Hristova, 2016). Durch neuronalen Zelluntergang werden zunachst residente Astrozyten
und Mikrogliazellen tber die Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren aktiviert, um in-
taktes Gewebe durch Ausbildung einer gliosen Narbe und Phagozytose von geschadigtem
Gewebe zu schitzen (Hagberg et al., 2015; Silver & Miller, 2004). Gleichzeitig tragen Mikro-
und Astroglia jedoch auch unter anderem Uber die Produktion pro-inflammatorischer neuro-
toxischer Mediatoren wie z.B. pro-inflammatorischer Zytokine zu einer Exazerbation des
Zelluntergangs und endothelialer Aktivierung mit Degradation der Blut-Hirn-Schranke bei
(Lai et al., 2017; Liu & McCullough, 2013). Zusatzlich zur Aktivierung von Astro- und Mikro-
glia kommt es zu einer Stimulation des peripheren Immunsystems, die in Kombination mit
der Hl-induzierten endothelialen Schadigung in einer mitunter langanhaltenden Infiltration
von Leukozyten in das geschadigte Gehirn resultiert (Bona et al., 1999; Shrivastava et al.,
2012; Winerdal et al., 2012). Neben der Infiltration von Zellen des angeborenen Immunsys-
tems (z.B. Makrophagen und Granulozyten) akkumuliert auch eine nicht unerhebliche An-
zahl von Lymphozyten im Gehirn (Winerdal et al., 2012). Die Migration der Zellen wird einer-
seits Uber die Schadigung der Blut-Hirn-Schranke, die mit einer Zerstérung der Integritat
der Basalmembranen assoziiert ist, beglnstigt (Alvarez-Diaz et al., 2007). Andererseits ak-
tivieren pro-inflammatorische Zytokine endotheliale Zellen, wodurch die Expression von Ad-
hasionsmolekulen wie intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und vascular cell adhe-
sion molecule 1 (VCAM-1) stimuliert wird. Die Interaktion der Adh&sionsmolekule mit leuko-
zytaren Liganden wie lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) oder very late an-
tigen 1 (VLA-1) ermdglicht so eine weitere Infiltration von Immunzellen (Lai et al., 2017; Liu
& McCullough, 2013).

Uber die funktionelle Rolle infiltrierender peripherer Immunzellen in der Auspragung der
neonatalen Hl-induzierten Hirnschadigung ist bislang wenig bekannt. Eine operative Ent-
fernung der Milz, dem grof3ten Reservoir an peripheren Immunzellen, drei Tage vor Induk-

tion der HI in sieben Tage alten Ratten resultierte in signifikant reduzierten Infarkt-Volumina
9
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72 Stunden nach dem Insult und einer verbesserten neurologischen Funktion nach drei
Wochen (Fathali et al., 2013). Diese Ergebnisse deuten auf einen neurodegenerativen Ein-
fluss peripherer Immunzellen nach HI hin, wobei in diesem Experimentalansatz nicht zwi-
schen verschiedenen Immunzellsubtypen differenziert werden kann. Spezifischere Unter-
suchungen mit Fokus auf Lymphozyten zeigten, dass flnf Tage alte Rag1 (Recombination
activating gene 1)"-Mause ohne funktionsfahige T- und B-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen einen signifikant reduzierten Gewebeschaden sieben Tage nach HI aufweisen
(Nazmi et al., 2018). Im Gegensatz dazu bewirkte die spezifische Depletion von T-Lympho-
zyten Uber die Gabe eines depletierenden Antikérpers in neun Tage alten Mausen eine
verstarkte Schadensauspragung und erhéhte Infarktvolumina eine Woche nach HI, was auf
eine neuroprotektive Wirkung von T-Zellen hinweist (Herz et al., 2018a). Albertsson et al.
haben speziell y5-T-Zellen in finf Tage alten Mausen untersucht und zeigten, dass eine
Depletion dieser Zellen in der hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung neuroprotektiv wirkt
(Albertsson et al., 2018). Diese Arbeiten verdeutlichen, dass Lymphozyten, und vor allem
T-Zellen, eine wichtige Rolle in der HI-Pathophysiologie spielen, wenngleich zum Teil dis-
krepante Studienergebnisse vorliegen. Zudem ist die funktionelle Relevanz potenziell pro-
tektiver T-Zellsubtypen, wie zum Beispiel regulatorischer T-Zellen, in der neonatalen Hirn-
schadigung bislang nicht untersucht. Demgegenuber steht eine Vielzahl klinischer und ex-
perimenteller Untersuchungen in der adulten ischamischen Hirnschadigung (Chamorro et
al.,, 2012). Wenngleich aufgrund ahnlicher pathophysiologischer Charakteristika Erkennt-
nisse aus der adulten Schlaganfallforschung Hinweise auf mégliche Mechanismen und den
Einfluss einzelner Immunzellen im Neugeborenen liefern kdnnten, so bleibt zu bertcksich-
tigen, dass sich sowohl das Nerven- als auch das Immunsystem beim Neugeborenen noch
in der Entwicklung befindet (Vexler & Yenari, 2009). Hinzu kommt, dass in der adulten
Schlaganfallforschung aufgrund des neuroprotektiven Geschlechtshormons Estradiol vor-
nehmlich méannliche Tiere verwendet werden, sodass bislang keine Aussagen zu méglichen
geschlechtsspezifischen Unterschieden hinsichtlich der Rolle peripherer Immunzellen in

der ischamischen Hirnschadigung gemacht werden konnen.

Trotz zunehmender klinischer Evidenz fir Geschlechtsunterschiede nach neonataler Hirn-
schadigung wurde dieser Aspekt hinsichtlich neuroinflammatorischer Reaktionen bislang
nur selten stratifiziert untersucht (Charriaut-Marlangue et al., 2017). Lediglich zwei Studien
widmeten sich diesem Thema, hier jedoch mit starkem Fokus auf myeloide Zellen. Bezlg-
lich der Aktivierung residenter Immunzellen nach HI wurde gezeigt, dass mannliche Jung-
tiere eine signifikant erhdhte Anzahl an Mikroglia im Vergleich zu weiblichen Jungtieren
aufweisen (Mirza et al., 2015; Villapol et al., 2019). Die beobachtete starkere inflamma-

torische Reaktion auf HI in Mannchen zeigte sich auch in einer erhdhten Konzentration von
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pro-inflammatorischen Zytokinen im Serum mannlicher Jungtiere (Mirza et al., 2015). Zu-
dem haben Smith et al. gezeigt, dass eine Depletion myeloider Zellen in mannlichen Jung-
tieren in einer Verbesserung der Gehirnschadigung resultierte, wahrend bei weiblichen
Jungtieren kein Effekt zu beobachten war (Smith et al., 2018). Diese Studien deuten darauf
hin, dass HI im mannlichen Geschlecht mit einer stirkeren Neuroinflammation assoziiert
ist, was eine mdgliche Ursache fir die starkere Schadensauspragung darstellen kénnte
(Charriaut-Marlangue et al., 2017). Bislang gibt es jedoch keine Erkenntnisse zu einer ge-
schlechtsabhangigen Rolle spezifischer Lymphozytenpopulationen, wie z.B. einzelner

Gruppen von T-Lymphozyten.

Eine vielversprechende Gruppe von T-Lymphozyten, die auf Grund ihrer typischen Charak-
teristika eine potenzielle Relevanz fur die HI-Pathophysiologie vermuten Iasst, sind regula-
torische T-Zellen (Tregs). Tregs, die etwa 10% der CD4*-T-Lymphozyten ausmachen, re-
gulieren die korpereigene Selbsttoleranz und inhibieren tberschiefende Immunantworten
(Sakaguchi et al., 1995). Ein wesentlicher Oberflachenmarker regulatorischer T-Zellen ist
Cluster of differentiation 25 (CD25), der Rezeptor fur Interleukin-2 (IL-2) (Sakaguchi et al.,
1995). Ein weiteres charakteristisches Merkmal von Tregs ist die Expression des x-chro-
mosomalen Transkriptionsfaktors forkhead box protein 3 (Foxp3) (Hori et al., 2003), der fur
die Bildung und die immunmodulatorische Funktion der Zellen essenziell ist (Fontenot et
al., 2003). Die Bedeutsamkeit von Foxp3 zeigt sich im Scurfy-Mausmodell, in dem eine
Mutation im Foxp3-Gen in einem Mangel an Tregs und der Ausbildung einer schweren lym-
phoproliferativen Stérung resultiert (Brunkow et al., 2001). Ein wesentlicher Wirkmechanis-
mus regulatorischer T-Zellen ist die Suppression anderer Immunzellen, zum Beispiel Uber
die Ausschittung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-10 (IL-10) oder
transforming growth factor beta (TGF-B) (Nakamura et al., 2001; Rubtsov et al., 2008; Xie
et al., 2015). Alternativ kdnnen regulatorische T-Zellen Uber die Produktion zytolytisch wirk-
samer Proteine oder durch die Konkurrenz um essenzielle Wachstumsfaktoren wie Inter-
leukin-2 die Apoptose ihrer Zielzellen induzieren (Grossman et al., 2004; Pandiyan et al.,
2007). Zudem kann eine Suppression auch uber direkten Zell-Zell-Kontakt erfolgen, z.B.
durch Bindung des cytotoxic t lymphocyte associated antigen 4 (CTLA 4) Rezeptors auf
Tregs an die ko-stimulierenden Molekile CD80 und CD86, die unter anderem auf Antigen-
prasentierenden Zellen und Mikroglia exprimiert werden (Wing et al., 2008). Neben der Auf-
rechterhaltung der Selbsttoleranz und Inhibition Uberschieender Immunreaktionen in peri-
pheren immunologischen Erkrankungen wurde auch in unterschiedlichen neurologischen
Krankheitsbildern ein wesentlicher Einfluss der Tregs beschrieben (He & Balling, 2013).

Beispielsweise wurde in einer klinischen Studie nachgewiesen, dass die Anzahl an Tregs
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positiv mit der Genesung nach schwerem Schadelhirntrauma korreliert, was auf eine neu-
roprotektive Wirkung von Tregs hinweist (M. Li et al., 2015). Im Tiermodell zum Schéadel-
Hirn-Trauma wurde unter anderem die Inhibition reaktiver Astrogliose und Suppression der
Infiltration von T-Zellen durch Tregs als ein mdglicher Mechanismus identifiziert (Kramer et
al., 2019). Auch fir neurodegenerative Erkrankungen wie beispielweise die Amyotrophe
Lateralsklerose (ALS) gibt es Hinweise auf eine neuroprotektive Rolle regulatorischer T-
Zellen (He & Balling, 2013). So wurde in ALS-Patienten eine inverse Korrelation zwischen
der Anzahl zirkulierender Tregs und dem Krankheitsverlauf dokumentiert (Henkel et al.,
2013). Analysen im ALS-Tiermodell deuten darauf hin, dass Tregs ihre neuroprotektive
Rolle unter anderem Uber Inhibierung der Mikroglia-Aktivierung vermitteln (Zhao et al.,
2012).

Hinsichtlich der Rolle der Tregs in der ischamischen Hirnschadigung stammen samtliche
Erkenntnisse bislang aus adulten Schlaganfallmodellen. Liesz et al. wiesen zunachst einen
neuroprotektiven Effekt der Tregs nach (Liesz et al., 2009). So flhrte die Depletion der
Tregs mittels Injektion eines anti-CD25-Antikdrpers zu signifikant erhéhten Infarktvolumina
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Des Weiteren wurde eine vermehrte Infiltration von T-Zel-
len und Aktivierung von Mikroglia-Zellen mit einem Anstieg von TNF-a und IL-18 als Folge
der Depletion festgestellt. Als mdglicher Effektormechanismus der Tregs wurde die Sekre-
tion von IL-10 identifiziert (Liesz et al., 2009). Die neuroprotektive Rolle von Tregs wurde in
einer weiteren Arbeit durch adoptiven Zell-Transfer, der zu einer verminderten zerebralen
und peripheren Inflammation sowie Reduktion des Schadens flhrte, bestatigt (P. Li et al.,
2013). In einer aktuelleren Arbeit wurde zudem eine neuroprotektive Wirksamkeit von Tregs
in der chronischen Phase nach HI belegt. Die Depletion von Tregs 14 Tage nach Ischamie
resultierte in einer starkeren Auspragung neurologischer Defizite, wobei Tregs offenbar
durch die Produktion von Amphiregulin die reaktive, neurotoxische Astrogliose nach Ischa-
mie inhibieren (Ito et al., 2019). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten haben Kleinschnitz et al.
einen schadigenden Einfluss regulatorischer T-Zellen festgestellt (Kleinschnitz et al., 2013).
Um die Rolle von Tregs zu analysieren, wurde hier das DEREG (depletion of regulatory t
cells)-Mausmodell verwendet, das eine selektive Depletion von Foxp3*-T-Zellen ermdglicht
(Lahl et al., 2007). In Abwesenheit von regulatorischen T-Zellen zeigten Mause bereits 24
Stunden nach Ischamie deutlich geringere Infarktausmafe im Vergleich zu Kontrolltieren.
Als Wirkmechanismus wurde eine Interaktion zwischen Tregs und Endothelzellen diskutiert,
die eine Thrombusformation begulinstigt, was einerseits die postischamische Reperfusion
behindert und andererseits eine mikrovaskulare Dysfunktion bewirkt (Kleinschnitz et al.,

2013). Diese Beobachtung konnte in der Arbeit von Schuhmann et al. bestatigt werden, in
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der eine anti-CD28-Antikdrper vermittelte Treg-Expansion ebenfalls in einer starker ausge-
pragten Thrombusbildung resultierte (Schuhmann et al., 2015). Die Interaktion zwischen
Immunzellen, Endothelzellen und Thrombozyten wird als Thromboinflammation bezeichnet
und zunehmend als ein wesentlicher Schadensmechanismus im Schlaganfall diskutiert (De
Meyer et al., 2016; Stoll & Nieswandt, 2019). Im Gegensatz zu den vorgenannten Studien
haben Ren et al. weder einen neuroprotektiven noch einen neurodegenerativen Einfluss
von Tregs im adulten Modell festgestellt (Ren et al., 2011). Bis zum jetzigen Zeitpunkt
konnte Tregs im adulten Schlaganfall somit keine eindeutige Rolle zugeschrieben werden
(Liesz & Kleinschnitz, 2016). Daruber hinaus ist unbekannt, inwiefern die Funktion der
Tregs sich zwischen den Geschlechtern nach ischamischer Hirnschadigung unterscheidet.
Dabei kdnnte das Geschlecht insbesondere in Hinblick auf Tregs relevant sein, da sich der
Genlokus fur den essenziellen Transkriptionsfaktor Foxp3 auf dem X-Chromosom befindet,
was in einer unterschiedlichen Funktionalitat der Zellen resultieren kénnte. Dies zeigte sich
zum Beispiel im Modell der pulmonalen Hypertonie, die in Abwesenheit von Tregs in weib-
lichen Tieren deutlich schwerer ausgefallen war als in mannlichen Tieren (Tamosiuniene et
al., 2018).

Vor dem Hintergrund aktueller Hinweise auf eine potenziell neuroprotektive Funktion von
regulatorischen T-Zellen in neuroinflammatorischen Krankheitsmodellen und auf Grund der
bislang mangelnden Kenntnis Uber die Beteiligung dieser Zellen in der neonatalen hypo-
xisch-ischamischen Hirnschadigung war Ziel der vorliegenden Arbeit, die Infiltration regula-
torischer T-Zellen in das geschadigte Gehirn und ihre funktionelle Relevanz in der HI-indu-
zierten Gewebeschadigung zu untersuchen. Da das Geschlecht zunehmend als Einfluss-
faktor flr neuroinflammatorische Mechanismen nach HI diskutiert wird, lag der Fokus der
vorliegenden Arbeit auf dem Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Jungtieren.
Fir diese Analysen wurde das DEREG-Mausmodell verwendet, das einerseits die spezifi-
sche Detektion der Foxp3*-Tregs im Gewebe und andererseits eine spezifische Depletion
dieser Zellen ermdglicht. Neben einer detaillierten Charakterisierung der Treg-Infiltration in
das geschadigte Gewebe in Abhangigkeit von Zeit und Lokalisation der Eiwanderung wurde
der Einfluss von Tregs auf die histologische Schadensauspragung tber Depletion der Zel-
len analysiert. Um potenziell zugrundeliegende Effektormechanismen der Tregs zu identifi-
zieren, wurde daruber hinaus die HI-induzierte Mikro- und Astroglia-Aktivierung und Gefal-
schadigung nach Treg-Depletion untersucht. Die Funktionalitat der Tregs wurde ex vivo in

Suppressionsassays analysiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Samtliche verwendete Materialien mit Herstellerangaben sowie Puffer- und Medienzusam-

mensetzung sind im Folgenden tabellarisch aufgelistet. Im Text ist darauf entsprechend

verwiesen.
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien, Losungen und Puffer

Tabelle 2-1 Chemikalien

Substanz Firma
Aceton Otto Fischar
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Sigma-Aldrich

AutoMACS Pro Washing Solution

Miltenyi Biotec

AutoMACS Running Buffer

Miltenyi Biotec

Bovine serum albumin Fraction V (BSA) Roth
Buprenorphin Indivior
Chloralhydrat Sigma-Aldrich
Chlorwasserstoff (HCI) Sigma-Aldrich
Kresylviolett Sigma-Aldrich
Dako Fluorescent Mounting Medium DAKO
4‘6-Diamidin-2-phenylindol (Dapi) Invitrogen
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4) AppliChem
Diphtherietoxin Merck

Donkey serum (DS) Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich
Entellan Merck

Eosin Merck

Ethanol VWR International
Fetal calf serum (FCS) PAA Laboratories
Cold fish skin gelatine (FSG) Sigma-Aldrich
Hamatoxylin Merck

Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsdure HEPES

Gibco by life technologies

IMDM + GlutaMAX™ + 25mM HEPES

Gibco by life technologies

Isofluran

Abbvie

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Sigma-Aldrich
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Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich
Kresylviolett-Acetat Sigma-Aldrich
Methanol AppliChem
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Normal goat serum (NGS) Sigma-Aldrich
Optimum cutting temperature Klebstoff (OCT) Tissue-Tek
Penicillin und Streptomycin Gibco Thermo Fisher
Percoll Sigma-Aldrich
Phosphate buffered saline (PBS) PAN Biotec
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
RPMI1640-Medium Gibco
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) AppliChem
Triton-X-100 Sigma-Aldrich

Truecount-Beads

BD Bioscience

Tween20 SERVA Electrophoresis
U/MINI 1640 Gibco by life technologies
Xylol AppliChem

Tabelle 2-2 Lésungen und Puffer

Losung, Puffer Zusammensetzung

4% PFA

40 g PFA, 5-10 NaOH Tabletten in 1 L 1x PBS (pH 7,4)

FACS-Puffer

20 ml FCS, 4 ml EDTA (0,5M)in 1L 1x PBS

IHC-Blocklésung |

5% NGS in 0,2% Tween 20 in PBS

IHC-Blocklosung Il | 1% BSA, 0,3% FSG in 0,2% Tween20 PBS

Lysepuffer 155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3 und 2 mM EDTA in 1 L H20 (pH
7,2-7,4)

PBS 80 g NaCl, 2,0 g KCl, 14,4 g Na;HPOg4, 2,4 g KH2PO4 in 1 L H.O
(pH 7,4)

PBS-DAPI 1 ug Dapi/ml PBS

TBS 0,01 M Tris-HCI, 0,3 M NaCl in 1 L 1x PBS (pH 7,4)

Zitratpuffer 10 mM Tri-Natrium-Zitrat 0,05% Tween20 ad 1 L Aqua dest. pH 6,0

Tabelle 2-3 Medien

Medien Zusammensetzung

IMDMc-Me-

IMDM + GlutaMAX™ + 25 mM HEPES + 10% FCS + 1% Penicillin /
dium Streptavidin + 25uM 2-Mercaptoethanol

Waschmedium | 1 M HEPES in RPMI 1640 Medium
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2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Immunhistochemie

Tabelle 2-4 Primare Antikorper

Antikorper Verdiinnung Firma
Kaninchen-anti-Maus GFP 1:1000 Abcam
Ratte-anti-Maus CD45 1:100 BD Biosciences
Maus-anti-Maus NeuN 1:500 Milipore
Kaninchen-anti-Maus NeuN 1:500 Milipore
Kaninchen-anti-Maus Olig2 1:100 Milipore
Kaninchen-anti-Maus Iba1 1:500 Wako
Ratte-anti-Maus GFAP 1:500 Invitrogen
Ratte-anti-Maus CD31 1:200 BD Biosciences
Kaninchen-anti-Maus Laminin 1:250 Novus Biologicals
Tabelle 2-5 Sekundare Antikdrper
Antikorper Verdiinnung Firma Konjugat
Ziege-anti-Kaninchen 1:500 Thermo Scientific Alexa Fluor 488
Ziege-anti-Ratte 1:500 Thermo Scientific Alexa Fluor 488
Ziege-anti-Ratte 1:500 Thermo Scientific Alexa Fluor 555
Ziege-anti-Maus 1:500 Thermo Scientific Alexa Fluor 555
Ziege-anti-Kaninchen 1:500 Thermo Scientific Alexa Fluor 594

2.1.2.2 Durchflusszytometrische Analysen

Tabelle 2-6 Antikorper fur durchflusszytometrische Analysen zur Ermittlung der Depletionseffizienz

Antigen Fluorchrom Verdinnung Firma
Ratte-anti-Maus CD45 | Pacific Blue 1:2000 BioLegend
Ratte-anti-Maus CD3 PerCP 1:100 BD Biosciences
Ratte-anti-Maus CD4 PE-Cy7 1:400 BD Biosciences
Ratte-anti-Maus Foxp3 | PE 1:100 eBioscience
FvD APC-Cy7 1:3000 eBioscience

2.1.2.3 Suppressionsassays

Tabelle 2-7 Antikorper fur die Zellsortierung mittels FACS (fluorescence activated cell sorting)

Antigen

Fluorchrom

Verdinnung

Firma

Ratte-anti-Maus CD4

Pacific Blue

1:1000

BD Biosciences
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Ratte-anti-Maus CD8 APC

1:800

BD Biosciences

Tabelle 2-8 Antikérper und Farbstoffe fiir Isolation, Farbung und Stimulation von Responderzellen

Antigen Fluorchrom Verdinnung Firma
Ratte-anti-Maus CD25 Biotin 1:100 BD Biosciences
Zell-Proliferations-Farbung = eFluor 670 1:1000 eBioscience
Hamster-anti-Maus CD3 1:1000 BD Biosciences

Tabelle 2-9 Antikdrper zur Messung der Proliferation von Responderzellen

Antigen Fluorchrom Verdinnung Firma
Ratte-anti-Maus CD4 Pacific Blue 1:800 BD Biosciences
Ratte-anti-Maus CD45.1 | PE 1:400 BD Biosciences
2.1.3 Kits
Tabelle 2-10 Kits
Kit Firma

CD4*-T-cell-Isolation-Kit Maus

Miltenyi Biotec

Foxp3 intracellular staining kit

eBioscience

Parameter™ Estradiol Assay Kit

R&D Systems

2.1.4 Gerate, Software, Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-11 Gerate, Software und Verbrauchsmaterialien

Gerat, Software, Verbrauchsmaterialien

Firma

Auto MACS pro

Miltenyi Biotec

AxioCam ICc1 Kamera

Zeiss

Axioplan Durchlicht- & Fluoreszenzmikroskop

Zeiss

Brutschrank HERAcell 150, Heraeus

Thermo Fisher Scientific Inc

Deckglaser

Engelbrecht GmbH

Digitalthermometer TH-5

Physitemp Instruments

EDTA-beschichtete Sammelréhrchen

Greiner Bio One

Elektrokoagulator 1200 °C

Bovie Medical Corporation

FACS Aria ll BD Biosciences
FACS DIVA Software BD Biosciences
FACS LSR I BD Biosciences

FACS-Ro6hrchen

BD Biosciences

Feedback-kontrollierte Warmematte

Harvard Apparatus
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Fluoreszenzlampe Colibri 2

Zeiss

Gewebescanner OpticLab H850

Plustec Technology

Gewebescanner Software SilverFast

Lasersoft Imaging

GraphPad Prism Software 6.0

GraphPad Software

ImagedJ Software NIH
Kleintiernarkosegerat Drager AG & Co. KGaA
Konfokales Mikroskop A1 plus, Eclipse Ti Nikon GmbH
Konfokales Mikroskop Software NIS Nikon GmbH

Kryostat Mikrotom HM525

Thermo Scientific

Magnetrihrer RCT-basic

IKA-Labortechnik

Mikrotom HM 430

Thermo Scientific

Multipipette Eppendorf AG
Neubauer Zahlkammer Carl Roth GmbH
Objekttrager Engelbrecht
Petrischalen Falcon

pH Meter pH 526 WTV GmbH

Pipetus

Hirschmann Laborgerate

Plattformschiittler, rotierend, Unimax 1010

Heidolph Instruments Labortechnik

Praparationsbesteck

Fine Science Tools GmbH

Reaktionsgefalle bis 2 ml

Sarsted AG

Reaktionsgefalle safe-lock Eppendorf Ag
Sauerstoffkammer (OxyCycler) BioSpherix
Stereomikroskop SZ61 Olympus K.K.

Sterilbank HeraSafe

Thermo Fisher Scientific Inc

Superfrost Plus Objekttrager

R. Langenbrinck

Waage PCB Kern & Sohn GmbH
Zellsiebe BD Biosciences
Zentrifugen Eppendorf AG

15ml Reaktionsgefalie Sigma-Aldrich

50ml Reaktionsgefale Sigma-Aldrich

37 °C Inkubator Heraeus

Thermo Fisher Scientific Inc

96-Well Platten

Sigma-Aldrich
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2.2 Tierexperimente

Alle Tierexperimente wurden gemaf den ARRIVE-Richtlinien und den Richtlinien der ,Na-
tional Institutes of Health“ (NIH) fur die Pflege und Verwendung von Versuchstieren durch-
gefihrt. Die behdrdliche Genehmigung erfolgte durch das Landesamt fur Natur, Umwelt

und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen.
2.2.1 DEREG-Mausstamm

Fir samtliche Experimentalansatze wurde der depletion of regulatory t cell ( DEREG)-Maus-
stamm verwendet (Lahl et al., 2007). Diese Mauslinie wurde freundlicherweise von Frau
Prof. W. Hansen (Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Universitatsklinikum Essen) zur
Verfugung gestellt. Zur Generierung dieser transgenen Maus wurde ein neues Gen in den
forkhead box protein-Genlokus (Foxp3) eingebracht. Der Transkriptionsfaktor Foxp3 stimu-
liert die Expression von Proteinen, die fir die Bildung und Funktion regulatorischer T-Zellen
essenziell sind (Hori et al., 2003). Das implantierte Gen kodiert fur ein Fusions-Protein aus
dem Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) und dem gruin fluoreszierenden Protein eGFP (enhan-
ced green fluorescent protein). Diese Modifikation ermdglicht die selektive Depletion regu-
latorischer T-Zellen Gber die Injektion von Diphtherietoxin (DTX), ohne dass die Bildung
anderer CD25"-Zellen beeinflusst wird (Lahl et al., 2007). Zusatzlich ermdglicht die e GFP-

Expression die immunhistochemische Detektion der Tregs im Gewebe.
2.2.2 Hypoxie-lschamie Modell

Zur experimentellen Simulation der hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung beim Neuge-
borenen werden verschiedene etablierte Tiermodelle verwendet. Fur die Untersuchung der
grundsatzlichen Pathophysiologie eignen sich insbesondere Versuche mit Nagetieren, wo-
bei das Rice-Vannucci-Modell am haufigsten verwendet wird. Zur Modellierung der HIE an
neugeborenen Ratten oder Mausen erfolgt zunachst eine unilaterale Ligatur der Arteria ca-
rotis communis (ACC) mit anschliel’ender systemischer Hypoxie, wobei Zeitpunkt des Ein-
griffes sowie Dauer der Hypoxie abhangig von der Fragestellung variieren kdnnen (Rice et
al., 1981). In der vorliegenden Arbeit wurde ein von der Arbeitsgruppe an neun Tage alte
Mause adaptiertes HI-Modell verwendet (Reinboth et al., 2016). Neun Tage alte Mause
entsprechen hinsichtlich der Gehirnentwicklung weitestgehend der Entwicklung eines
menschlichen reifen Neugeborenen (Semple et al., 2013). Der operative Eingriff wurde von
PD Dr. Josephine Herz durchgefihrt. Es wurden weibliche und mannliche Tiere verwendet,
die Aufteilung der Versuchstiere erfolgte randomisiert. Zunachst wurden Mause mit inhala-
tivem Isofluran (erst 4%, dann 1,5%) narkotisiert und unter einem Mikroskop platziert. Es
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folgte eine Hautinzision am Hals, um die rechte ACC freizupraparieren und mittels Elektro-
koagulation irreversibel zu verschlieRen. Perioperativ erfolgte eine Analgesie Uber
subkutane Verabreichung von 0,1 mg/kg Kérpergewicht Buprenorphin (Tabelle 2-1). Nach
dem Verschluss der Wunde und Beendigung des operativen Eingriffes wurden die Mause
fur eine Stunde zu ihren Muttern zurlickgegeben und anschlieRend einer einstindigen sys-
temischen Hypoxie bei 10% Sauerstoff in einer luftdicht verschlossenen Kammer (Oxycyc-
ler, Tabelle 2-11) ausgesetzt. Die physiologische Kérpertemperatur der Mause wurde Gber
eine Warmematte aufrechterhalten. Scheinoperierte Kontrolltiere erhielten lediglich eine
Narkose und eine Hautinzision mit Freipraparation der ACC ohne Verschluss und ohne
folgende Hypoxie. Wahrend der Hypoxie-Zeit der HI-Tiere verblieben scheinoperierte Tiere

bei ihren Muttertieren.
2.2.3 Experimentelles Design

Zur Charakterisierung der Infiltration regulatorischer T-Zellen in das hypoxisch-ischamische
Gehirn wurden neun Tage (postnataler Tag 9, P9) alte DEREG-Mause einer HI-Behandlung
ausgesetzt (Abbildung 2-1 A). Am ersten (d1, P10), dritten (d3, P12) und siebten Tag (d7,
P16) nach HI wurden die Gehirne entnommen und Kryostatschnitte erstellt. Die Verwen-
dung der DEREG-Mauslinie ermdglichte anhand der Treg-spezifischen eGFP-Expression
eine immunhistochemische Detektion von regulatorischen T-Zellen durch eine gegen
eGFP-gerichtete Antikdrperfarbung. Diese wurde jeweils mit einer Farbung gegen den Pan-
Leukozytenmarker CD45 und den neuronalen Marker NeuN (neuronal nuclei) kombiniert,
um die Einwanderung der Tregs im Verhaltnis zur Einwanderung aller Leukozyten und im
Verhaltnis zur lokalen neuronalen Schadigung zu beurteilen. Zusatzlich wurde mittels Kre-
sylviolett-Farbung der prozentuale Gewebeverlust bzw. die Odembildung der geschadigten
Seite ermittelt. Inwiefern sich die suppressive Funktion regulatorischer T-Zellen zwischen
neonatalen mannlichen und weiblichen Jungtieren unterscheidet, wurde 24 Stunden nach
HI analysiert. Dazu wurden Milzen und Thymi entnommen, regulatorische T-Zellen mittels
FACS (flourescence activated cell sorting) isoliert und anschlieflend die suppressive Akti-
vitat der Tregs auf die Effektor-T-Zellproliferation durchflusszytometrisch untersucht (Abbil-
dung 2-1 A).
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Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der verschiedenen Experimentalansatze. Sofern die Versuchstiere einer Hy-

poxie-Ischamie ausgesetzt wurden, erfolgte dies immer am neunten postnatalen Tag (P9). Fir alle Versuche

wurden DEREG-Mause verwendet. Zunachst wurde die Infiltration regulatorischer T-Zellen einen, drei und sie-

ben Tage nach HI immunhistochemisch charakterisiert und das Schadensausmal} an diesen drei Zeitpunkten

ermittelt (A, rot hinterlegt). Inwiefern sich die suppressive Aktivitat regulatorischer T-Zellen mannlicher und weib-

licher neonataler Mause unterscheidet, wurde 24 Stunden nach HI analysiert. Dazu wurden Tregs aus Milz- und
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Thymusgewebe isoliert und in einem Suppressionsassay die anti-proliferative Wirkung auf die Effektor-T-Zell-
proliferation durchflusszytometrisch untersucht (A, griin hinterlegt). Zur Uberpriifung des DEREG-Mausmodells
wurde den Tieren an P8 30 ng/g Korpergewicht DTX (bzw. PBS) injiziert und 24 Stunden nach HI an P10 das
Ausmal der Treg-Depletion durchflusszytometrisch in Blut, Milz und Gehirngeweben bestimmt (B, blau hinter-
legt). AuRerdem erfolgte eine histologische Untersuchung verschiedener Organe fiinf Wochen nach zweimali-
ger DTX-Applikation an P8 und P10 im Hinblick auf Zeichen von Autoimmunitatsreaktionen und Gewichtsverlust
(B, gelb hinterlegt). Sieben Tage nach HI und zweimaliger DTX- bzw. PBS-Injektion an P8 und P10 wurden
zerebrale Gewebeschnitte histologisch und immunhistochemisch analysiert, um die Auswirkung der Treg-
Depletion auf den hypoxisch-ischamischen Gewebeschaden, neuroinflammatorische Reaktionen und die Ge-
falintegritat im Gehirn zu untersuchen (C, lila hinterlegt). Zudem wurde 48 Stunden nach HI im Serum PBS-
behandelter Tiere die Estradiollevel mittels ELISA analysiert (C, griin hinterlegt). P = postnataler Tag, d = Tag

nach Hypoxie-Ischamie, DTX = intraperitoneale Injektion von 30 ng/g Kérpergewicht Diphtherietoxin.

Um im weiteren Verlauf das Ausmal} des Schadens nach HI in An- und Abwesenheit von
Tregs zu analysieren, wurde zunachst das zu verwendende Mausmodell Uberprift (Abbil-
dung 2-1 B). Basierend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. W. Hansen, die diese
Mauslinie zur Verfugung gestellt hat (Abel et al., 2012), erfolgte die Depletion der Tregs
uber zweimalige intraperitoneale (i.p.) Injektion von 30 ng/g Kérpergewicht Diphtherietoxin
in 10 ul/g Korpergewicht PBS (phosphate buffered saline) am achten und nochmals am
zehnten postnatalen Tag. Kontrolltiere erhielten zu gleichen Zeitpunkten i.p. Injektionen des
gleichen Volumens PBS. Um ein lymphoproliferatives Autoimmunsyndrom als Langzeit-
folge auszuschlieRen, wurden verschiedene periphere Organe (Leber, Lunge, Haut, Pan-
kreas) funf Wochen nach zweimaliger DTX-Injektion (P43) histologisch anhand Hamatoxy-
lin-Eosin-gefarbter Gewebeschnitte untersucht. Die Depletionseffizienz wurde in einem wei-
teren Experimentalansatz 24 Stunden nach HI, das hei3t 48 Stunden nach einmaliger DTX-
Injektion an P8, in Blut, Milz- und Hirngeweben durchflusszytometrisch ermittelt (Abbildung
2-1B).

In einem weiteren Experimentalansatz wurde die Auswirkung einer Treg-Depletion auf den
hypoxisch-ischamischen Gewebeschaden untersucht (Abbildung 2-1 C). Den Tieren wurde
einen Tag vor und nach HI (P8 und P10) entweder DTX oder PBS injiziert. Am siebten Tag
nach HI (P16, d7) wurden die Gehirne enthnommen, Kryostatschnitte erstellt und diese histo-
logisch und immunhistochemisch analysiert. Kresylviolett-Farbungen dienten zur Analyse
neuropathologischer Veranderungen. Daneben wurden immunhistochemische Farbungen
angefertigt, um die neuronale Schadigung und Effekte auf Oligodendrozyten, Mikroglia, Ast-
rozyten und Gefalle zu untersuchen. Um einen mdglichen Effekt einer Treg-Depletion auf
diese Zellen und deren Entwicklung bzw. Aktivierung unabhangig von einer HI-Schadigung
zu untersuchen, wurden zusatzlich scheinoperierte Tiere eingeschlossen, die in gleicher

Weise wie HI Tiere jeweils PBS- und DTX-Injektionen erhielten. Inwiefern sich Estradiollevel
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moglicherweise zwischen mannlichen und weiblichen Tieren nach HI-Schadigung unter-
scheiden, wurde 48 Stunden nach HI im Serum PBS-behandelter Tiere mittels ELISA ana-
lysiert (Abbildung 2-1 C). Gehirngewebe dieser Tiere wurden im Rahmen einer weiteren
Substudie zu diesem Projekt, in der die Auswirkung einer Treg-Depletion zum akuten Zeit-
punkt nach HI untersucht wurde (Beckmann et al., 2022), weiter analysiert. Diese Untersu-

chungen waren jedoch nicht Teil dieser Dissertation.

Insgesamt wurden 95 weibliche und 94 méannliche Tiere in die hier dargelegten Untersu-
chungen eingeschlossen. Die Zuteilung der Versuchstiere zu den verschiedenen Gruppen
erfolgte randomisiert. EIf Jungtiere (5 Weibchen, 6 Mannchen) erhielten weder eine Schein-
operation noch eine HI. Weitere 32 Jungtiere (16 Weibchen, 16 Mannchen) wurden einer
Scheinoperation unterzogen. Von den insgesamt 146 verbleibenden Jungtieren (74 Weib-
chen, 72 Mannchen) sind 15 Jungtiere (6 Weibchen, 9 Mannchen) verstorben, was mit
10,3% im Bereich der zuvor beschriebenen Mortalitatsrate flr das hier untersuchte Tiermo-
dell liegt (Reinboth et al., 2016). In samtlichen Experimentalansatzen erfolgte die Aufarbei-

tung der Proben und die Auswertung verblindet.
2.2.4 Perfusion und Gewebepraparation

Die Perfusion der Versuchstiere und anschlieRende Gewebeisolation erfolgte am neunten,
zehnten, elften, zwoélften, sechzehnten oder dreiundvierzigsten postnatalen Tag (Abbildung
2-1). Nach Anasthesieren der Tiere durch intraperitoneale Injektion einer Uberdosis Chlo-
ralhydrat und Ausbleiben von Schmerzreflexreaktionen wurden die Mause an ihren Extre-
mitaten fixiert und Thorax und Abdomen erdéffnet. Zur Perfusion wurde das rechte Atrium
eingeschnitten, dartber der linke Ventrikel kanuliert und eiskaltes PBS in den Kreislauf per-
fundiert. Die Entnahme von Blutproben fur durchflusszytometrische Analysen erfolgte mit-
tels EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-beschichteter Kapillaren (Tabelle 2-11) direkt
vor Perfusion und nach Inzision des rechten Atriums. Die Gehirne wurden flr die histolo-
gischen Untersuchungen vorsichtig freiprapariert, auf Trockeneis schockgefroren und an-
schlieBend bei -80 °C gelagert. Fur durchflusszytometrische Analysen bzw. Suppressions-
assays wurden Milzen, Thymi und Gehirngewebe prapariert und in 15 ml Reaktionsgefalle
mit 5 ml HEPES (Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsaure)-gepuffertem RPMI 1640 Me-
dium (Tabelle 2-1) Gberflhrt. Fir die histologische Untersuchung verschiedener Organe auf
Anzeichen von langfristigen Autoimmunreaktionen nach zweimaliger neonataler DTX-Appli-
kation erfolgte nach der PBS-Perfusion eine weitere Perfusion mit 4% Paraformaldehyd
(PFA, Tabelle 2-1). Die entnommenen Organe wurden in Réhrchen mit 4% PFA Uberfuhrt,

uber Nacht nachfixiert und anschlieRend in Paraffin eingebettet.
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2.3 Histologie und Immunhistochemie
2.3.1 Erstellung von Gewebeschnitten

Zur Erstellung von Paraffinschnitten wurden die entnommenen Gewebe zunéchst tber
Nacht in 4% PFA nachfixiert. Die Dehydrierung der Praparate erfolgte durch das Institut fur
Pathologie des Universitatsklinikums Essen, am nachsten Tag wurden die Organe einzeln
in Paraffin eingebettet. Die ausgekuhlten Paraffinblécke wurden mit Hilfe eines Schlitten-
Mikrotoms (Tabelle 2-11) in 10 um dicke Scheiben geschnitten und jeweils vier Schnitte aus
dem 55 °C warmen Wasserbad auf einen Objekttrager aufgenommen (Tabelle 2-11). Die
Objekttrager wurden anschliel3end zwei Stunden bei 37 °C getrocknet und bis zur weiteren

Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

Zur Erstellung von Kryostatschnitten unter Verwendung eines Kryostat Mikrotoms (Tabelle
2-11) wurden die zuvor bei -80 °C gelagerten Gehirne bei -20 °C Gber Nacht an die Tem-
peratur des Kryostaten angeglichen. Mit Hilfe von OCT-Medium (Tabelle 2-1) wurden die
Praparate auf der Stempel-Vorrichtung fixiert und anschlieBend 20 ym dicke Koronar-
schnitte im Bereich zwischen 1,05 mm und -2,7 mm von Bregma erstellt. Es wurden jeweils
vier Schnitte auf einem Objekttrager aufgenommen. Bis zur weiteren Verwendung wurden
die Schnitte bei -80 °C gelagert.

2.3.2 Histopathologische Evaluation peripherer Organe

Zur Untersuchung verschiedener Organgewebe auf Zeichen einer Autoimmunitat nach ne-
onataler Treg-Depletion wurden Leber, Lunge, Haut und Pankreas aus 43 Tage alten Tie-
ren, die eine zweimalige DTX-Injektion an P8 und P10 erhielten, prapariert. Die histopatho-
logische Analyse erfolgte in Paraffinschnitten, die mit Hdmatoxylin-Eosin angefarbt wurden,
um aussagekraftige Ubersichtsbilder zur Untersuchung méglicher Autoimmunreaktionen zu
erhalten. Diese Farbung ist eine gangige Ubersichtsfarbung zur Beurteilung krankhafter
Veranderungen. Der basische Farbstoff Hamatoxylin dient zur Markierung des Zellkernes,
Eosin hingegen farbt als saurer Farbstoff Bestandteile des Zytoplasmas an. Zunachst wur-
den die Schnitte unter Verwendung von Xylol (2x 10 Minuten) entparaffinisiert. Anschlie-
Rend folgte eine Rehydrierung Uber eine absteigende Alkoholreihe (je 3 Minuten in 100%,
100%, 96%, 96%, 70% Ethanol). Die Schnitte wurden unter flieBendem Leitungswasser
grundlich gespult und im Anschluss zunachst fur die Kernfarbung drei Minuten lang in Ha-
malaun nach Mayer (Tabelle 2-1) eingefarbt, gefolgt von Waschen unter flieRendem Lei-
tungswasser, bis durch eine pH-Wert-Anderung ein Farbumschlag von rot zu blau festzu-

stellen war. Es folgte eine dreiminutige Farbung mit Eosin (Tabelle 2-1) zur Zytoplasma-
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Farbung. Die Dehydrierung erfolgte in einer ansteigenden Alkoholreihe (2x 1 Minute in 96%,
2x 3 Minuten in 100% Ethanol). Nach insgesamt zehnminutigem Aufhellen der Schnitte in
Xylol wurden die Objekttrager mit Entellan (Tabelle 2-1) eingedeckt und im Anschluss tro-
cken bei Raumtemperatur gelagert. Die morphologische Auswertung der Schnitte am
Durchlichtmikroskop, bei der insbesondere auf eine Infiltration des Gewebes durch Immun-
zellen geachtet wurde, erfolgte in Zusammenarbeit mit Jun.-Prof. Dr. Sven Schumann aus
dem Institut fur Mikroskopische Anatomie und Neurobiologie der Johannes Gutenberg-Uni-

versitat Mainz.
2.3.3 Neuropathologische Schadensevaluation und Odem/Atrophie-Bestimmung

Um das Ausmal} der Schadigung der Gehirne nach Hypoxie-Ischamie zu bestimmen,
wurde eine Kresylviolett-Farbung von jedem fiinften Objekttrager erstellt. Kresylviolett eig-
net sich insbesondere zur Darstellung und Beurteilung von Nervengewebe, indem es baso-
phile Verbindungen wie RNA und DNA bindet, sodass vor allem Zellkerne und Ribosomen
violett angefarbt werden. Vor Beginn der Farbung wurden die Kryostatschnitte zunachst 30
Minuten lang bei 37 °C aufgetaut und anschlieRend fur weitere 30 Minuten bei Raumtem-
peratur getrocknet. Die Objekttrager wurden zwei Minuten lang in 1% Kresylviolett-L6sung
(Tabelle 2-1) eingefarbt und anschliefend durch mehrmaliges Eintauchen in destilliertes
Wasser gewaschen. Es folgte eine Differenzierung und Dehydrierung in einer aufsteigen-
den Alkoholreihe (jeweils mehrmaliges kurzes Eintauchen in 70%, 96%, 96%, 100% Etha-
nol). Danach wurden die Schnitte fur mindestens zwei Minuten in Xylol belassen, bevor sie
mit Entellan eingedeckt wurden. Die gefarbten Objekttrager wurden im Anschluss bei

Raumtemperatur gelagert.

Die Beurteilung des Gewebeschadens anhand Kresylviolett-gefarbter Schnitte erfolgte, wie
zuvor von der Arbeitsgruppe beschrieben, unter Anwendung eines neuropathologischen
Punktesystems (Reinboth et al., 2016; Sheldon et al., 1998). Der zellulare und strukturelle
Schaden des Gewebes der ipsilateralen Seite wurde dazu in spezifischen Regionen durch-
lichtmikroskopisch im Vergleich zur contralateralen, nicht geschadigten Seite untersucht
und anhand von definierten Kriterien (Abbildung 2-2) mit einem Punktwert (Score) von 0-3
bewertet. Es wurde je ein Schnitt auf Héhe des Striatum (0,25 mm von Bregma) und des
Hippocampus (-2,0 mm von Bregma), sowie ein Schnitt aus einem weiter kaudal gelegenen
Level (-2,7 mm von Bregma) untersucht. Die neuropathologische Beurteilung erfolgte im
Cortex (auf allen drei Ebenen: C1, C2, C3), Striatum, Thalamus und Hippocampus (Cornu
ammonis 1 (CA1), Cornu ammonis 2 (CA2), Cornu ammonis 3 (CA3), Gyrus Dentatus). Fur
quantitative Gruppenvergleiche wurden sowohl die berechneten Gesamtpunktzahlen aller

Regionen (Maximalwert 27) als auch die regionalen Gesamtpunktzahlen fur den Cortex
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(Maximalwert 9), den Hippocampus (Maximalwert 12), das Striatum (Maximalwert 3) und

den Thalamus (Maximalwert 3) ermittelt.

Score | Bewertungskriterien

0 kein detektierbarer Zellverlust

1 geringer, herdférmiger Zellverlust; wenige, kleine geschadigte Regionen

saulenférmiger, lokal begrenzter Schaden im Cortex oder moderater bis schwerer
Zellverlust in anderen Regionen

w| N

Gliose und zystischer Infarkt

Abbildung 2-2 Bewertungskriterien zur neuropathologischen Schadensevaluation

Dargestellt sind exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen Kresylviolett-gefarbter Schnitte auf Hohe der
Hippocampus-Region in drei verschiedenen Vergréfierungen (von oben nach unten: 2,5x, 10x, 20x; die 10x und
20x Aufnahmen entsprechen jeweils dem in der nachst kleineren Vergrofierung eingezeichneten Rechteck;
Malfstabsbalken in 2,5x-VergroRerung 500 pm, 10x-VergréRerung 100 pm, 20x-Vergrofierung 50 um). Es sind
Beispielaufnahmen unterschiedlicher Schweregrade der Gewebeschadigung abgebildet, die zur Quantifizierung
von neuropathologischen Veranderungen herangezogen wurden. Die Einordnung des Gewebeschadens zu den

unterschiedlichen Schweregraden erfolgte anhand der in der Tabelle dargestellten Bewertungskriterien.

Das Ausmal an Odem oder Atrophie des geschadigten Gewebes wurde mittels volume-
trischer Analyse bestimmt. Zunachst wurden die Kresylviolett-gefarbten Schnitte mit einem
Gewebescanner (Tabelle 2-11) digitalisiert. Unter Verwendung der Software ImageJ wur-
den die ipsi- und contralateralen Flachen von Cortex, Striatum, Hippocampus, Thalamus
und der gesamten Hemispharen jeweils anhand von acht Kresylviolett-gefarbten Hirnschnit-

ten im Abstand von 0,4 mm gemessen (Abbildung 2-3).
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Abbildung 2-3 Atrophie/Odem-Messung verschiedener Regionen auf Héhe des Striatum und
des Hippocampus

Beispielhaft sind die verschiedenen Strukturen in der (A) Striatum- (0,25 mm von Bregma) und (B) Hippocam-
pus-Ebene (-2,0 mm von Bregma), die zur Atrophie-Messung verwendet wurden, markiert. Die Strukturen wur-
den jeweils fir die ipsi- und contralaterale Hemisphare gemessen. Dunkelblau: gesamte Hemisphare, grin:

Cortex, rot: Striatum (A) bzw. Hippocampus (B), hellblau: Thalamus.

Um die Volumina der Hemispharen bzw. der einzelnen Regionen zu ermitteln, wurden die

errechneten Flachen in die folgende Formel eingesetzt:

& e Flache Level n + Flache Leveln + 1
Volumen Hemisphare bzw. Region = > x 0,4 mm

Level 1

Zur Berechnung des Volumenverlustes bzw. der Volumenzunahme (Odem) der ipsilatera-
len gegeniiber der contralateralen Seite wurde der Atrophie/Odem-Index nach der folgen-

den Formel berechnet:

Volumen ipsilateral
Volumenverlust bzw. —zunahme = ( ) —
Volumen contralateral

Werte kleiner 0 entsprechen einer Atrophie und Werte groRer 0 einer Volumenzunahme.
2.3.4 Immunhistochemische Analyse der Infiltration regulatorischer T-Zellen

Zur Charakterisierung der zeitlichen Infiltration regulatorischer T-Zellen sowie aller CD45"-
Leukozyten in das hypoxisch-ischamische Gehirn wurde eine eGFP/CD45 Ko-Farbung an-
gefertigt. Dazu wurden jeweils 16 Schnitte der Striatum- (0,25 mm von Bregma) und der
Hippocampus-Ebene (-2,0 mm von Bregma) von zehn, zwélf und sechzehn Tage alten Tie-
ren (d1, d3, d7 nach HI) gefarbt. Des Weiteren wurden flr je zwei Schnitte pro Ebene anti-
NeuN- und anti-eGFP-Antikérper kombiniert, um die Lokalisation von Tregs mit der Auspra-
gung des neuronalen Schadens nach HI zu assoziieren. Zunachst wurden die Kryostat-
schnitte jeweils 15 Minuten bei 37 °C und bei Raumtemperatur getrocknet und anschlie-

Rend drei Minuten in 1:1 Aceton/Methanol-Lésung (Tabelle 2-1) fixiert. Nach dreimaligem
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Waschen fur je funf Minuten in PBS erfolgte die Blockierung mit verdinnter IHC-Blockl6-
sung | (Tabelle 2-2) fir 60 Minuten, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. An-
schlieBend wurden die Schnitte fir die eGFP/CD45 Ko-Farbung mit den primaren Antikor-
pern Kaninchen-anti-Maus eGFP und Ratte-anti-Maus CD45 in Blocklésung Uber Nacht bei
+4 °C inkubiert, fur die eGFP/NeuN Farbung erfolgte die Inkubation mit den Primar-Antikor-
pern Kaninchen-anti-Maus eGFP und Maus-anti-Maus NeuN (Tabelle 2-4). Nach drei
Waschzyklen in PBS erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden Sekundar-Antikérpern
(Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 und Ziege-anti-Ratte Alexa Fluor 555 fur
eGFP/CD45 und Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 und Ziege-anti-Maus Alexa Fluor
555 flir eGFP/NeuN, Tabelle 2-5) in PBS fir 120 Minuten unter Lichtausschluss bei Raum-
temperatur. Nach erneutem Waschen erfolgte die Kernfarbung mittels Dapi (4‘6-Diamidin-
2-phylindol, Tabelle 2-1). Die Objekttrager wurden ein weiteres Mal gewaschen und mit
Dako Fluorescent Mounting Medium (Tabelle 2-1) eingedeckt. Nach Trocknen bei Raum-

temperatur Uber Nacht wurden die Objekttrager bei +4 °C gelagert.

Far die quantitative Auswertung der Farbungen wurden Aufnahmen am Fluoreszenzmikro-
skop mit integrierter Kamera (Tabelle 2-11) durchgeflhrt. Zur reprasentativen Darstellung
erfolgten zusatzlich Aufnahmen mit einem Konfokalmikroskop (Tabelle 2-11). Zur Bestim-
mung der Treg-Infiltration wurden alle eGFP*-regulatorischen T-Zellen in der gesamten ipsi-
lateralen Hemisphare bzw. in einzelnen Gehirnregionen (Cortex, Striatum, Hippocampus
und Thalamus) ausgezahlt. AuRerdem wurden fir beide Farbungen sechs Regionen (regi-
ons of interest, ROIs) in der Striatum- (Abbildung 2-4 A) sowie zehn ROIs in der Hippocam-
pus-Ebene (Abbildung 2-4 B) in vierzigfacher VergroRerung am Fluoreszenzmikroskop auf-
genommen. Aufgrund der teilweise starken Infiltration war eine manuelle Zahlung von Leu-
kozyten in der CD45-Farbung in der gesamten Hemisphéare nicht méglich. Daher wurde fur
die Bestimmung der Leukozyten die Anzahl an CD45%-Zellen in den zuvor genannten ROls
ermittelt und die Zellzahl pro mm? berechnet. Uber Multiplikation dieser Werte mit zuvor
anhand der Kresylviolett-Farbung ermittelten Flachen der Regionen wurde die Anzahl der
Zellen in der gesamten Region ermittelt und anschlieend aufsummiert, um die gesamte
Zellzahl pro Hemisphare pro Schnitt zu berechnen. Fir die Quantifizierung der neuronalen
Dichte wurden die Aufnahmen in binare Bilder umgewandelt und anschlieRend die NeuN*-
Flache mittels ImagedJ bestimmt, da eine Auszahlung einzelner Neurone in dicht gepackten

Regionen (z.B. Hippocampus) nicht méglich war.
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2.3.5 Immunhistochemische Analyse der Neuronen- und Oligodendrozytendichte

Um das Ausmal} der Hirnschadigung nach Treg-Depletion im Detail zu beurteilen, wurden
immunhistochemische Farbungen fur den neuronalen Marker NeuN und den Oligodendro-
zyten-spezifischen Transkriptionsfaktor Olig2 angefertigt. Dazu wurden je zwei Kryo-
statschnitte fur NeuN- und zwei Schnitte desselben Objekttragers fur Olig2 auf Striatum-
(0,25 mm von Bregma) und Hippocampus-Ebene (-0,2 mm von Bregma) angefarbt. Die
Farbung wurde analog zum Protokoll in Abschnitt 2.3.4 durchgefihrt. Zunachst wurden die
Objekttrager 15 Minuten bei 37 °C und bei Raumtemperatur getrocknet und fir funf Minuten
in -20 °C kaltem 4% PFA fixiert. Die Blockierung erfolgte mit 1:10 verdunnter IHC-Block-
I6sung |l (Tabelle 2-2) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschlielend wurden die
Schnitte mit den primaren Antikérpern Kaninchen-anti-Maus NeuN und Kaninchen-anti-
Maus Olig2 in Blocklésung tber Nacht bei +4 °C inkubiert (Tabelle 2-4). Am nachsten Tag
erfolgte die 120-minutige Inkubation mit dem entsprechenden Sekundar-Antikérper (Ziege-
anti-Kaninchen Alexa Fluor 488, Tabelle 2-5) in PBS und anschlieBender Kernfarbung mit

Dapi.

A) 3 5 0] 3 2 1 0 1 2 3 3 5 3 B) 3 B 3 3 2 1 0 1 2

Coronal Level 76

[ 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 [ 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4

Abbildung 2-4 Untersuchte Regionen zur immunhistochemischen Analyse der leukozytéren,
neuronalen und oligodendrozytédren Dichte in der Striatum- und Hippocampus-Ebene

Beispielhaft sind hier die ROIs als rote Quadrate im Level 0,25 mm (A) und -2,0 mm (B) von Bregma fir die
Auswertung der Menge an infiltrierten Leukozyten, der Neuronen-Dichte und der Anzahl an Oligodendrozyten
dargestellt. Es wurden je drei ROIs im Cortex und Striatum (A) sowie je drei ROIs im Cortex, Hippocampus,
Thalamus und ein ROI im Gyrus dentatus (B) auf der ipsi- und contralateralen Seite zur Auswertung herange-

zogen.

Die Anzahl der Oligodendrozyten wurde (iber die manuelle Zahlung von Olig2*Dapi*-Zellen
in entsprechenden Aufnahmen ermittelt bzw. die neuronale Dichte, wie in Kapitel 2.3.4 be-
schrieben, anhand der NeuN*-Flache bestimmt. Fiir jede Region wurde der Mittelwert aus

allen ROls (fur den Cortex zusatzlich aus beiden Leveln) ermittelt.
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2.3.6 Immunhistochemische Analyse der Mikroglia- und Astrogliaaktivierung sowie
der GefalRschadigung

Zur Analyse der lokalen neuroinflammatorischen Reaktionen im Gehirn wurden Kryo-
statschnitte gegen Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1), ein Marker fur Mikro-
gliaaktivierung, und astrozytares GFAP (glial fibrillary acidic protein) ko-gefarbt. Dazu wur-
den Gewebeschnitte ohne vorherige Trocknung fur vier Stunden bei 4 °C in 4% PFA-L6-
sung fixiert und im Anschluss mit Zitratpuffer (Tabelle 2-2) in einem 100 °C heif3en Wasser-
bad fur zehn Minuten inkubiert. Nach 15-minatigem Abkuhlen und drei Waschzyklen in PBS
folgte eine 60-minutige Blockierung in IHC-Blockldésung | (Tabelle 2-2) und anschlief3end
eine Inkubation der Schnitte mit den Primar-Antikérpern Kaninchen-anti-Maus Iba-1 und
Ratte-anti-Maus GFAP in Blocklésung uber Nacht (Tabelle 2-4). Am zweiten Tag wurden
die Objekttrager, wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben, fiur zwei Stunden bei Raumtemperatur
mit den entsprechenden Sekundar-Antikérpern (Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 und
Ziege-anti-Ratte Alexa Fluor 555, Tabelle 2-5) in PBS inkubiert und anschlieRend die Zell-

kerne fur zehn Minuten mit Dapi gefarbt.

Um die Gefallschadigung im Gehirn nach Hypoxie-lschamie zu beurteilen, wurden
CD31/Laminin Ko-Farbungen erstellt. CD31 ist ein Pan-Endothelzellmarker und Laminin ein
Bestandteil von Basalmembranen. Analog zur eGFP/CD45 und eGFP/NeuN Ko-Farbung
(Kapitel 2.3.4) wurden die Schnitte zunachst fur drei Minuten in 4 °C kalter 1:1 Aceton/Me-
thanol Lésung fixiert und im Anschluss fur eine Stunde in IHC-Blocklésung Il (Tabelle 2-2)
inkubiert, gefolgt von der Inkubation mit den Primar-Antikdrpern Ratte-anti-Maus CD31 und
Kaninchen-anti-Maus Laminin bei 4 °C Uber Nacht (Tabelle 2-4). Die Visualisierung der
Antikérperbindung erfolgte Uber Inkubation mit entsprechenden Sekundar-Antikérpern in
PBS (Ziege-anti-Ratte Alexa Fluor 488 und Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 594) fur zwei

Stunden bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Zellkerne mit Dapi gefarbt.

Da sich hinsichtlich neuropathologischer Veranderungen und neuronaler Dichte die starkste
Schadigung und die deutlichsten Effekte nach Treg-Depletion im Hippocampus darstellten,
beschrankte sich die Quantifizierung dieser Farbungen auf den Hippocampus. Die Aus-
wertung der Mikroglia-Aktivierung und Astrogliose erfolgte mittels Konfokalmikroskopie (Ta-
belle 2-11) unter Verwendung des 10x Objektivs. Das verwendete Konfokalmikroskop ist
mit drei Lasern (Diodenlaser 405 nm, Argonlaser 514 nm und G-Helium-Neon-Laser 542
nm) und drei Filtern (450/50-405 LP, 515/20-540 LP und 585/65-640 LP) ausgestattet. Es
wurden 3-dimensionale Aufnahmen (Z-Stapel) in 20 um dicken Schnitten erstellt und durch

Verwendung der maximalen Intensitatsprojektion in 2-dimensionale Bilder fir die Auswer-
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tung konvertiert. Uber die ,scan large image“-Funktion wurden Aufnahmen fiir den gesam-
ten Hippocampus erstellt. Dabei wurden automatisiert mit dem 10x Objektiv 4 mal 3 Z-Sta-
pel-Aufnahmen (gesamte Z-Stapel-Dicke: 15 um, Ebenenabstand: 5 ym) mit einer Uber-
lappung von 15% erstellt, die durch die NIS-Elements AR Software im Anschluss zu einem
Bild zusammengeflgt wurden. Die Quantifizierung erfolgte automatisiert mit der NIS-Ele-
ments AR Analysesoftware Uber die Erstellung binarer Bilder. Da eine Abtrennung einzelner
Mikroglia und Astrozyten vor allem in stark geschadigten Tieren nicht moglich war, wurde
die Iba-1*- und GFAP*-Flache ermittelt und auf die Flache des zuvor umrandeten Hippo-
campus normiert. Die Gefaltschadigung wurde anhand der CD31/Laminin-Farbung unter-
sucht. Zum einen wurde die GefaRdichte Uber die Messung der CD317*-Flache ermittelt und
zum anderen die Laminin*-Flache bestimmt. Dazu wurden fiir beide Farbungen drei ROls
in der Hippocampusregion (Abbildung 2-4) in vierzigfacher Vergré3erung am Fluoreszenz-
mikroskop aufgenommen. Die Quantifizierung der CD31*- bzw. Laminin*-Flache erfolgte an
bindren Bildern mittels ImagedJ. Es wurde jeweils der prozentuale Anteil der angefarbten
Flache an der Gesamtflache der Aufnahme ermittelt und anschlieRend der Mittelwert aus
allen ROIs errechnet. Laminin ist ein Marker fur die normalerweise dicht an den Endothel-
zellen liegenden Basalmembranen, die jedoch infolge der HI ebenso geschadigt sind. Dies
aulert sich, wie in Abbildung 2-5 dargestellt, in einer Auflockerung und Ablésung der Basal-

membranen, was sich in einer erhdhten Laminin*-Flache messen lasst (Abbildung 2-5).
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Abbildung 2-5 Neonatale HI verursacht eine Schadigung der Basalmembran

Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen der Hippocampusregion siebe Tage nach Scheinoperation bzw. HI.
Die Gewebeschnitte wurden gegen den endothelialen Marker CD31 sowie Laminin, einen Marker fiir Basal-
membranen, gefarbt, was eine Ablésung und Auflockerung der Basalmembran in Folge der HI zeigte. Als MaR}

der Gefallschadigung wurde die Laminin*-Flache in binaren Bildern gemessen (MaRstabsbalken 50 um).
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2.4 Durchflusszytometrische Analysen
2.4.1 Ermittlung der Depletionseffizienz

Die Dosierung und Auswahl der Zeitpunkte der DTX-Injektion zur Treg-Depletion erfolgte
anhand der Vorerfahrungen der Arbeitsgruppe von Frau Prof. W. Hansen, die die DEREG-
Mauslinie zur Verfugung gestellt hat (Abel et al., 2012). Da diese jedoch auf der Behandlung
von adulten Nagetieren basieren, wurde zunachst geprift, ob die beschriebene Methodik
auch auf neonatale Versuchstiere Ubertragbar ist. Die Depletionseffizienz wurde in ver-
schiedenen Geweben 48 Stunden nach DTX-Injektion durchflusszytometrisch ermittelt.
Dazu wurden ipsilaterale Gehirnhemispharen und Milzen prapariert und Blut aus dem rech-
ten Atrium entnommen. Fir den in Abschnitt 2.4.2 beschriebenen Suppressionsassay wur-
den Milzen und Thymi prapariert und zunachst gleichermalfien weiterverarbeitet. Die Or-
gane wurden durch ein 70 ym Sieb mit 15 ml HEPES-gepuffertem RPMI 1640 Medium
passiert und homogenisiert. Anschliefend wurden die Zellsuspensionen der Milzen und
Thymi bei 4 °C flr zehn Minuten bei 550xg zentrifugiert. Zur Erythrozytenlyse wurden die
Pellets des Milzgewebes zunachst in 5 ml Lysepuffer (Tabelle 2-2) resuspendiert und mit
2,5 ml HEPES-gepuffertem RPMI 1640 Medium versetzt, erneut zentrifugiert und abschlie-
Rend mit PBS gewaschen. Thymuszellpellets flir den Suppressionsassay wurden ohne
Lyse-Zwischenschritt direkt mit PBS gewaschen. Die homogenisierten Gehirngewebepro-
ben wurden zunachst fur 10 Minuten bei 400xg zentrifugiert und das Pellet anschlieRend in
37% Percoll in 0,01 N HCI/PBS resuspendiert, gefolgt von einer 20-minutigen Zentrifugation
bei 2800xg ohne Bremse. Diese kontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation ermdglichte
die Entfernung von Myelin, das oben aufschwimmt. Das Zellpellet wurde anschlie®end in
PBS gewaschen. Das gewonnene Blut wurde zunachst in EDTA-beschichtete Réhrchen
uberfuhrt, in denen 100 pyl 2 mM EDTA in PBS vorgelegt waren. Die Erythrozytenlyse er-
folgte anschliefend in 10 ml Lysepuffer, gefolgt von einem Waschgang in PBS. Fur die
Analyse der Milzzellen wurde % der Zellen, fir die Analyse der Thymuszellen '/ der Zellen

und fur die Blut- und Gehirngewebeanalyse alle isolierten Zellen verwendet.

Die isolierten Zellen wurden fiir 20 Minuten bei 4 °C im Dunkeln mit 100 uyl Antikérper-Mix
(anti-CD45 Pacific Blue, CD3 PerCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex) und CD4 PE-
Cy7 (Phycoerythrin-Cyanine 7), Tabelle 2-6) inkubiert und anschlieend mit 1 ml PBS ge-
waschen. Zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wurde zuséatzlich FvD (fixable via-
bility dye, Tabelle 2-6) zum Antikdrpermix hinzugefugt. Zur Detektion Foxp3-positiver-Zellen
erfolgte eine Intrazellularfarbung mit dem Foxp3 intracellular staining kit (Tabelle 2-10) ent-
sprechend der Herstellerangaben. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen er-

folgte die Farbung mit anti-Foxp3 PE (Phycoerytrin, Tabelle 2-6) fur 30 Minuten bei 4 °C.
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Nach zwei Waschzyklen (mit Permeabilisierungspuffer und PBS) wurden die Zellen der
Blut- und Gehirnproben in 30 yl PBS und die Milz- und Thymuspellets in je 200 ul PBS
resuspendiert. Zur Bestimmung der absoluten Zellzahl wurden jeweils 30 ul PBS mit einer
definierten Anzahl fluoreszierender Truecount Beads zu den Zellsuspensionen hinzugefugt.
Die Messung und Analyse der Proben erfolgte unter Verwendung des BD FACS LSR Il und
der BD FACS DIVA Software (Tabelle 2-11) anhand der in Abbildung 2-6 beispielhaft dar-
gestellten Gating-Strategie. Zum Errechnen der absoluten Zellzahlen wurde die folgende

Formel angewendet:

positive Events x Anzahl hinzugefligter Beads

Zellzahl = x Verdinnungsfaktor

Anzahl gemessener Beads

Entsprechend der pro Farbung eingesetzten Zellzahl ergaben sich folgende Verdinnungs-
faktoren: Milz: 4, Thymus: 20, Blut/Gehirn: 1.
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Abbildung 2-6 Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der Anzahl an Tregs

Dargestellt ist die Gating-Strategie exemplarisch fiir Milzzellen. Anhand der Scattercharakteristik wurde zu-
nachst Zelldebris ausgeschlossen (A) und Einzelzellen identifiziert (B). Innerhalb dieser Population wurden le-
bende Leukozyten als FvD~- und CD45*-Zellen identifiziert (C) und daraus auf CD3*CD4*-Zellen gegated (D),
um innerhalb dieser Zellpopulation Foxp3*-Tregs zu identifizieren, die einerseits mit einem anti-Foxp3 PE-Anti-
korper gefarbt waren und andererseits eGFP exprimieren (E). Die absolute Zellzahl wurde Uber die Messung
von Truecount Beads (A, F) ermittelt, die zunachst anhand ihrer Scattercharakteristik (A) und danach anhand

ihrer Multifluoreszenz identifiziert werden konnten (F).
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2.4.2 Analyse der suppressiven Aktivitat regulatorischer T-Zellen

Um die Funktionalitat der Tregs zu analysieren, wurde ihre suppressive Funktion auf die
Effektor-T-Zellproliferation untersucht. Tregs wurden aus Milzen und Thymi von Mausen
isoliert, die 24 Stunden zuvor an P9 einer Hypoxie-lschamie unterzogen wurden. Zellsus-
pensionen der Milzen und Thymi wurden, wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben, hergestellt. Da
das Thymusgewebe bei einer insgesamt sehr grof3en Zellzahl nur einen geringen Anteil an
regulatorischen T-Zellen aufweist, wurden hier zunachst CD4*-Zellen mit Hilfe des CD4" T-
cell Isolation Kit (Tabelle 2-10) und magnetischer Zellsortierung (magnetic activated cell
sorting, MACS) nach Herstellerangaben vorsortiert. Dazu wurden Thymuspellets in 400 pl
FACS-Puffer aufgenommen und 100 pl CD4*-T-Zell Biotin-Antikérper-Mix hinzugegeben,
gefolgt von einer zehnminutigen Inkubation bei 4 °C. Nach Zugabe von 200 ul Anti-Biotin
MicroBead Mix und erneuter Inkubation fir 15 Minuten erfolgte eine Zentrifugation bei
550xg. Die Biotin-Antikorper-Komplex-markierten CD4-Zellen wurden dann mittels magne-
tischer Zellsortierung am Auto MACS pro (Tabelle 2-11) sortiert. Im Anschluss wurde mit
den Thymuszellen wie mit den Zellsuspensionen des Milzgewebes verfahren: Zunachst
wurden die Zellpellets in 1 ml Antikérper-Master-Mix (anti-CD8 Allophycocyanin und CD4
Pacific Blue, Tabelle 2-7) aufgenommen und fur zehn Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach
einmaligem Waschen mit 10 ml FACS-Puffer (Tabelle 2-2) wurden die Zellen in 500 pl
FACS-Puffer resuspendiert. Unter Verwendung des FACS Aria Il (Tabelle 2-11) wurden in
Zusammenarbeit mit Witold Bartosik aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie alle
Foxp3*CD4*CD8 GFP*-Zellen sortiert und in einem mit IMDMc-Medium (Tabelle 2-3) be-
fullten FACS-Roéhrchen aufgefangen. Die Anzahl an Tregs in den Proben wurde im An-
schluss unter Verwendung einer Neubauer Kammer bestimmt: Die Zellsuspensionen wur-
den 1:2 mit Trypan Blau verdiinnt und auf die Zahlkammer gegeben. Die Anzahl an Zellen
pro Grof3quadrat wurde lichtmikroskopisch ausgezahlt und die Gesamtzahl pro Probe an-

hand der folgenden Formel berechnet:

Ngesamt = D Ngrokquadrat X Verdinnungsfaktor x Volumen x 10*

Antigenprasentierende Zellen (APCs) wurden benétigt, um regulatorischen T-Zellen sowie
Responderzellen als Uberlebens- und Proliferations-Faktor zu dienen. Als APCs wurden
Milzzellen aus einer C57BL/6 Maus isoliert (Kapitel 2.4.1). Die Milzzellen wurden anschlie-
Rend bestrahlt, um eine Proliferation der APCs selbst zu verhindern. Analog zum oben be-
schriebenen Vorgehen bei Tregs wurde die Anzahl an APCs in der Probe mittels Neubauer

Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden hier 1:100 mit Trypan Blau verdunnt.

Zur Unterscheidung zwischen Effektor T-Zellen und regulatorischen T-Zellen wurden die

Responder- bzw. Effektorzellen aus der genetisch modifizierten CD45.1-Maus isoliert, was
34



Material und Methoden

eine Differenzierung anhand des CD45-Rezeptors ermdglichte. Dazu wurde aus der Milz
der CD45.1-Maus, wie in Abschnitt 2.4.1 erlautert, eine Zellsuspension gewonnen. Die Iso-
lation der CD4"-T-Zellen erfolgte analog zum Thymusgewebe mittels CD4* T-cell Isolation
Kit (Tabelle 2-10) und magnetischer Zellsortierung. Zusatzlich zu dem CD4" T-Zell Biotin-
Antikdrper-Mix wurde 1 pl eines Biotin-gekoppelten Antikérpers gegen CD25 hinzugege-
ben, um regulatorischen T-Zellen sowie bereits aktivierte und proliferierende Zellen aus der
CD4" Responderzellpopulation auszusortieren. Nach einer weiteren flinfzehnmin(tigen In-
kubation mit Anti-Biotin MicroBeads und einmaligem Waschen mit FACS-Puffer wurde das
Pellet in 500 pyl FACS-Puffer aufgenommen. Die Biotin-Antikbrper-Komplex-markierten
CD4-Zellen und CD25%-Zellen wurden anschliefend mittels magnetischer Zellsortierung
am Auto MACS pro (Tabelle 2-11) sortiert und unter Verwendung der Neubauer-Kammer,
wie zuvor beschrieben, gezahlt. Im Anschluss wurden die Zellen mit dem Farbstoff eFluor
670 (Tabelle 2-8) fur zehn Minuten bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Der rot fluoreszierende
Farbstoff eFluor 670 wird bei jeder Zellteilung gleichmaflig auf beide Tochterzellen aufge-
teilt, was mit einem Halbieren der Fluoreszenz-Intensitat einhergeht. Somit kann die Prolife-
rationsrate der Zellen anhand der Abnahme der Fluoreszenz-Intensitat gemessen werden
(Abbildung 2-7). Zum Abstoppen der Farbung wurden 4 ml kaltes FCS (fetal calf serum,
Tabelle 2-1) hinzugegeben und die Zellen funf Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Im

Anschluss wurde die Probe zweimal gewaschen und in IMDMc-Medium aufgenommen.

Fir den Suppressionsassay wurden die gewonnenen Zellen in eine 96-Well Platte gege-
ben. In jede Vertiefung wurden je 20.000 regulatorische T-Zellen, 20.000 eFluor 670-mar-
kierte Responderzellen und 60.000 bestrahlte APCs in einem Gesamtvolumen von 200 pl
IMDMc-Medium (Tabelle 2-3) pipettiert. Zusatzlich wurde zu jeder Probe 1 ug/ml anti-CD3-
Antikorper hinzugeflgt, um die T-Zellproliferation zu stimulieren. In Kontrollproben wurden
die regulatorischen T-Zellen durch 100 pl IMDMc-Medium ersetzt, um die ungehemmte
Proliferation der Responderzellen in Abwesenheit von Tregs zu ermitteln. Daneben wurden
Responderzellen und Antigenprasentierende Zellen mit 100 pl IMDMc-Medium ohne CD3-
Antikorper pipettiert, um auszuschlieRen, dass die Responderzellen auch ohne Stimulation

proliferieren.

Nach viertagiger Inkubation bei 37 °C wurden 80 ul FACS-Puffer zu jeder Probe gegeben
und die Platte bei 300xg und 4 °C fur funf Minuten zentrifugiert. Die Proben wurden an-
schlieBend in 100 pl Master-Mix (anti-CD4 Pacific Blue, anti-CD45.1 Phycoerythrin, Tabelle
2-9) resuspendiert und zehn Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach Zugabe von je 100 ul FACS-
Puffer wurde die Platte erneut zentrifugiert, die Proben in 120 pl FACS-Puffer resuspendiert
und in FACS-R&hrchen uberflhrt. Die Analyse des Suppressionsassays erfolgte am BD

FACS LSR Il mit Hilfe der BD FACS DIVA Software (Tabelle 2-11). Die Gating Strategie ist
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in Abbildung 2-7 dargestellt. Das Gate fur die eFluor 670 Fluoreszenz-Intensitat wurde an-
hand der unstimulierten Kontrolle festgelegt (Abbildung 2-7 B oben). Fur die Auswertung
wurde zunachst in den stimulierten Proben mit und ohne Tregs der prozentuale Anteil der
proliferierten CD45.1*CD4*Foxp3™-Zellen anhand der unstimulierten Kontrolle ermittelt. Da-
nach wurde die prozentuale Inhibition berechnet, indem zum Mittelwert der stimulierten Pro-

ben ohne Tregs relativiert wurde.
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Abbildung 2-7 Gating-Strategie zur Auswertung des Suppressionsassays

Zur Analyse der suppressiven Aktivitat der Tregs wurde die Proliferationsrate von Effektor-T-Zellen, die anhand
ihrer CD4 und CD45.1 Expression identifiziert werden konnten, ermittelt (A). Die Proliferation der Zellen wurde
anhand der Fluoreszenzintensitat des Farbstoffs eFlour 670, mit dem die Effektor-T-Zellen vor der Kultivierung
gefarbt wurden, gemessen (B). Das Gate fir die eFluor 670 Fluoreszenz-Intensitat wurde anhand der unstimu-
lierten Kontrolle festgelegt (B, oben). In proliferierenden Zellen kommt es zu einer Fluoreszenzabnahme, wie

am Beispiel der stimulierten Zellen gezeigt (B, Mitte), wahrend die Anwesenheit von Tregs die Proliferation der

Effektor-T-Zellen inhibiert (B, unten).
2.5 Bestimmung der Estradiolkonzentration im Serum

Um zu dberprifen, ob sich der Gehalt des weiblichen Geschlechtshormons Estradiol in
mannlichen und weiblichen Jungtieren unterscheidet, wurde der Serumspiegel von Estra-
diol 48 Stunden nach Hypoxie-lschamie bestimmt. Zunachst wurde Blut Uber Punktion des
Herzens entnommen, in Eppendorfgefallen aufgefangen und fur 30 Minuten bei Raumtem-

peratur belassen, um Gerinnung zu ermoglichen. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation
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fur 15 Minuten bei 1000xg. Der Serumuberstand wurde abgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Bestimmung der Estradiolkonzentration erfolgte mit
einem kommerziell erhaltlichen ELISA-Kit (Tabelle 2-10) anhand der Herstellerangaben.
Dazu wurde zunachst eine 96-Well-Platte mit Estradiol Primar-Antikdrper beschichtet, ge-
folgt von der Inkubation mit den Serumproben bzw. einer standardisierten Menge an Estra-
diol (1:3 Verdunnungen zwischen 4,1 pg/ml - 1000 pg/ml) oder einer Kontrolllésung. Um
stérende Einflisse durch Enzym-gebundenes Estradiol zu reduzieren, wurden die Serum-
proben zuvor mit Trichloressigsdure entsprechend den Herstellerangaben vorbehandelt,
bevor sie auf die Platte gegeben wurden. Die Bestimmung der Estradiolkonzentration er-
folgte Uber die Zugabe von mit Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) kon-
jugiertem Estradiol, das mit dem Estradiol aus den Proben um die Bindungsstellen des auf
der Platte gebundenen Estradiolantikorpers konkurriert. Die Menge des gebundenen HRP-
markierten Estradiols wurde Uber die Messung der Enzymaktivitat der HRP bestimmt, deren
Substratverbrauch anhand eines Farbumschlags photometrisch bei einer Wellenlange von

450 nm gemessen werden konnte.
2.6 Statistik

Samtliche statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 6.0 durchgefihrt. Kontinu-
ierliche Daten wurden zunachst mit dem D’Agostino and Pearson omnibus normality test
auf Gauflsche Normalverteilung gepruft, bei kleinen Stichprobengrofien wurde der Shapiro-
Wilk normality test verwendet. Bei Normalverteilung wurde entweder der ungepaarte Stu-
dent’s t-test fir Zwei-Gruppenvergleiche oder eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA,
analysis of variance) mit Sidak’s post hoc Test fir multiple Gruppenvergleiche verwendet.
Far nicht normalverteilte kontinuierliche Daten und nicht kontinuierliche Daten (neuropatho-
logische Schadensevaluierung, Abbildung 3-6) wurden der Mann-Whitney-Test (2 Grup-
penvergleich) oder der Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Test (multiple Gruppenvergleiche)
angewandt. Fur ausgewahlte Datensatze wurden Korrelationsanalysen nach Pearson (fur
normalverteilte Daten) oder Spearman (fur nicht normalverteilte Daten) durchgeftihrt und
der entsprechende Korrelationsquotient ermittelt. Bei allen Analysen wurde p<0,05 als sta-
tistisch signifikant gewertet. Die Werte sind, soweit nicht anders beschrieben, als Box-Plot-
Diagramme mit individuellen Datenpunkten, Median und 25% und 75% Perzentilen darge-

stellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Raumlich zeitliche Regulation der Infiltration regulatorischer T-Zellen in
das neonatale hypoxisch-ischamische Gehirn

3.1.1 Hypoxie-lschamie resultiert in einer biphasischen selektiven Infiltration regu-
latorischer T-Zellen in das geschadigte Gehirn

Trotz zahlreicher Belege flr eine zerebrale Treg-Infiltration infolge einer ischamischen Hirn-
schadigung in adulten Modellen (Liesz & Kleinschnitz, 2016) ist dies vor allem in Hinblick
auf die rdumliche Verteilung und den zeitlichen Verlauf fur die neonatale Hirnschadigung
bislang ungeklart. Die Infiltration der Tregs wurde immunhistochemisch anhand von
eGFP/CD45 und eGFP/NeuN Ko-Farbungen in Gewebeschnitten der Striatum- und der
Hippocampus-Ebene analysiert. Zunachst erfolgte die Analyse der Treg-Infiltration in der
gesamten Hemisphare (Abbildung 3-1). Auf Hohe des Hippocampus infiltrierten Tregs das
Gewebe in einem biphasischen Verlauf: Nach einer signifikanten Reduktion der Zellzahl
von Tag 1 zu Tag 3, an dem kaum Zellen detektiert wurden, folgte ein signifikanter Wieder-
anstieg bis zu Tag 7 (Abbildung 3-1 A, B). Ein ahnliches Verteilungsmuster wurde auch in
der Region des Striatum registriert (Abbildung 3-1 C). Inwiefern diese zeitliche Regulation
spezifisch flr Tregs war oder aus einer Regulation der Infiltration aller Leukozyten resul-

tierte, wurde zusatzlich tber die Ko-Farbung mit CD45 analysiert.

Interessanterweise wich die zeitliche Entwicklung der Leukozyten-Zellzahl in der gescha-
digten ipsilateralen Hemisphare sowohl in der Hippocampus- als auch in der Striatumebene
vom biphasischen Treg-Infiltrationsmuster ab (Abbildung 3-1 B, C). So kam es in der Hip-
pocampusebene mit akutem Anstieg einen Tag nach HI im weiteren Zeitverlauf zu einer
anhaltenden Abnahme der Zellzahl ohne Wiederanstieg an Tag 7, wie er fur Tregs beo-
bachtet worden war (Abbildung 3-1 B). In der Striatumebene wurde im Vergleich zu Tregs
sogar ein umgekehrter Verlauf der Leukozyten mit einer maximalen Anzahl an Tag 3 nach
HI beobachtet (Abbildung 3-1 C). Regulatorische T-Zellen scheinen dementsprechend un-
abhangig von der Starke der allgemeinen Leukozyten-Infiltration und somit zumindest zu
bestimmten Zeitpunkten selektiv in das hypoxisch-ischamische Gehirn einzuwandern. Da-
neben kann festgestellt werden, dass auf Hohe der Striatumebene deutlich weniger e GFP*-
Zellen als in der Hippocampusebene einwandern. Im Mittel infiltrierten an Tag 1 und 7
sechsmal mehr Tregs in die Hippocampusebene verglichen mit der Striatumebene. Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass die Infiltration von Tregs regionsspezifisch stattfindet.
An Tag 3 finden sich in beiden Ebenen kaum Zellen.

38



Ergebnisse

eGFP* Zellen

* 1 *
ir

v
e

101

Zellen / Hemisphare /
Schnitt
N d 2

e e

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tag nach Hi
1800+ CD45* Zellen

———

(ewbaig uoA ww g‘z-) sauagasndwesoddiy

Zellen / Hemisphare /
Schnitt
0
=]
o

o ] T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tag nach Hi
C)
1.5- eGFP* Zellen

Zellen / Hemisphére /
Schnitt
(=) -
@ 9

»

=

Q

~

c

3

(5]

[«

3

0.0 T T T T T T T 1 D

012 3 45678 5

Tag nach HI N

(3]

< 18007 cp45* Zellen 3
®

- <

§ 4 1200, :

- W

T3 3

= 600 S

9 3

3 8

0 T

0123 4567 8
Tag nach HI

Abbildung 3-1 Biphasische selektive Infiltration regulatorischer T-Zellen in das neonatale hy-
poxisch-ischamische Gehirn

Neun Tage alte DEREG-Mause wurden einer HI-Behandlung ausgesetzt und einen, drei oder sieben Tage
spater das Gehirngewebe auf Infiltration von eGFP*-Tregs und CD45*-Leukozyten in eGFP/CD45 ko-gefarbten
Gewebeschnitten analysiert (A). Reprasentative Aufnahmen in (A) entstammen der Thalamusregion einen Tag
nach HI. Die drei unteren Bilder in (A) stellen Aufnahmen hoherer Vergréerung aus dem im dartber liegenden
Bild umrandeten Viereck dar (Maf3stabsbalken oben: 100 um, unten: 50 um). Die Anzahl der Tregs und aller
Leukozyten wurde auf dem Level des Hippocampus (B) und des Striatum (C) in der gesamten Hemisphare
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes. n = 15 (d1), n =10 (d3), n =10 (d7)

Tiere. *p<0,05
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3.1.2 Regulatorische T-Zellen infiltrieren insbesondere in stark geschadigte Regi-

onen des neonatalen hypoxisch-ischamischen Gehirns

Die vorherige Analyse legte bereits eine regional unterschiedliche Infiltration der Tregs
nahe. Daher wurde in einem nachsten Schritt eine detaillierte Analyse fir die unterschied-
lichen Hirnregionen vorgenommen. Inwiefern dies mit der regional unterschiedlichen Aus-
pragung der hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung assoziiert war, wurde Uber eine
NeuN/eGFP Ko-Farbung ermittelt. Als weiterer Parameter fur den hypoxisch-ischamischen
Gewebeschaden diente die Auspragung der Odembildung bzw. Gewebeatrophie in Kresyl-

violett-gefarbten Schnitten.

Die regionale Analyse der zerebralen Treg-Infiltration belegte signifikante Unterschiede in
Abhangigkeit von der analysierten Hirnregion. So wurden zu allen drei Zeitpunkten im Be-
reich des Cortex nur vereinzelt eGFP*-Zellen gefunden, wahrend im Hippocampus und Stri-
atum eine signifikant starkere Infiltration zu beobachten war. So waren 40%, 60% und 75%
aller Tregs an Tag 1, 3, und 7 im Hippocampus vorzufinden. Im Striatum wurden 10%, 40%
und 20% aller Tregs detektiert (Abbildung 3-2 A). Auch im Bereich des Thalamus war vor
allem einen Tag nach Hl ein nicht unerheblicher Anteil (circa 40%) an Tregs lokalisiert (Ab-
bildung 3-2 A). An Tag 3 und 7 nach HI war der prozentuale Anteil an Tregs von allen Tregs

der Hemisphare in dieser Region jedoch gering (Abbildung 3-2 A).

Sowohl die Analyse der neuronalen Dichte (Abbildung 3-2 B) als auch der subakuten Ge-
webeatrophie bzw. akuten VolumenvergréRerung infolge von Odembildung (Abbildung 3-2
C) belegte, dass insbesondere die Region des Hippocampus das hdchste Schadensaus-
mal} aufweist. Hier wurde im Vergleich zum Cortex und Thalamus zu allen Zeitpunkten eine
signifikant geringere neuronale Dichte nachgewiesen (Abbildung 3-2 B). Daneben wurde
einen Tag nach HI eine deutliche Odembildung mit einer Volumenzunahme beobachtet,
was in einem signifikanten Unterschied zu den anderen betrachteten Regionen resultierte.
Daruber hinaus wurde im Hippocampus eine signifikant erhéhte Atrophie an Tag 3 und 7
im Vergleich zum Cortex und Thalamus detektiert (Abbildung 3-2 C). Die zweitstarkste be-
troffene Region stellte das Striatum dar. Sowohl die neuronale Zelldichte als auch das Ge-
webevolumen (Tag 3 und 7) waren im Vergleich zum Cortex und Thalamus deutlich ver-
mindert (Abbildung 3-2 B, C). Obgleich auch der Thalamus an Tag 1 eine geringere neuro-
nale Dichte im Vergleich zum Cortex aufwies, fiel der neuronale Zellverlust jedoch im Ver-
gleich zu Striatum und Hippocampus vor allem zu spateren Zeitpunkten deutlich geringer
aus (Abbildung 3-2 B). Der Cortex wies insgesamt nur einen geringen Schaden in Folge
der HI auf, hier zeigten sich an allen Zeitpunkten nur geringfligige Unterschiede zwischen
der ipsi- und contralateralen Seite.

40



Ergebnisse

A) Em Ctx 03 Str 3 Thal 3 HC B) BB Ctx 03 Str 03 Thal 3 HC
1201 —ick 150+ Feick
—_ ek ke *
o — —
§ 1 3 120-
Eo o 9
g = 80+ s e L kgeme o i Mg
m -]
O = w® 8 90
2 60 -
c o ’z (<]
SE S 604
> = g c
o 401 25
o C >
= 2 30-
2 20+ <
0= 0
d7
C) Em Ctx 3 Str 3 Thal 3 HC D) Neuronale Dichte| Odem/Atrophie
1.0+ . . d1 d3 d7 d1 d3 d7
—=] —_— r [-0,040] 0,071 | 0,255 [-0,645]-0,124]-0,623
é 0.5 - === Cortex p | 08910846 | 0,478 | 0,012 0,733 | 0,065
£ | . Striatum r 0,299 0,489 |-0,006 | 0,347 [0,802]-0,172
2 [__I_ p |0,279] 0,182 | 0,992 | 0,206 | 0,005 | 0,637
2 0.0 r;] h & Thalamus | |2:431[0.175 0,557 -0,147] 0,162 0,425
1 W ¥y
b * & § p |0,125] 0,633 | 0,099 | 0,600 0,660 0,219
g é Hippo- r |-0,682| 0,670 | 0,564 | 0,461 |-0,668|-0,127
:8 -0.54 campus p | 0,006 | 0,034 | 0,096 | 0,086 | 0,035 | 0,733
-1.0

d1 d3 d7

Abbildung 3-2 Regulatorische T-Zellen infiltrieren insbesondere in Gehirnregionen, die in
Folge einer Hypoxie-Ischdamie einen starken Schaden aufweisen

Neun Tage alte DEREG-Mause wurden einer HI-Behandlung ausgesetzt. Am ersten, dritten und siebten Tag
nach Schadigung wurde das Gehirngewebe der Tiere histologisch und immunhistochemisch untersucht. Es
wurden eGFP/NeuN Ko-Farbungen von Schnitten auf Hohe der Striatum- und Hippocampus-Ebene erstellt und
anschlieRend die Anzahl an eGFP*-Tregs pro Region quantifiziert (A). Dargestellt ist der prozentuale Anteil
eGFP*-Zellen pro Region aus der Summe der Treg-Zahl aller analysierten Regionen (Cortex, Striatum, Hippo-
campus, Thalamus). Regionale Zellzahlen wurden zuvor auf die in Kresylviolett-gefarbten ermittelten Regions-
flachen normiert, um fir den Storfaktor der sich Gber die Zeit ausbildenden Gewebeatrophie zu korrigieren (A).
Die Quantifizierung der neuronalen Dichte erfolgte ebenfalls unabhangig von der Gewebeatrophie in einer ROI-
basierten Analyse anhand von mikroskopischen Aufnahmen. Die neuronale Flache der einzelnen Regionen der
ipsilateralen Seite wurde im Verhaltnis zur contralateralen Seite bestimmt (B). Anhand Kresylviolett-gefarbter
Schnitte wurde der Atrophie/Odem-Index ((Volipsi / VOlsontra)-1) bestimmt, sodass Werte <0 eine Volumenab-
nahme und >0 eine —zunahme darstellen (C). Fur die dargestellten Parameter in (A)-(C) wurden Korrelations-
analysen nach Pearson (parametrische Daten) oder Spearman (nicht parametrische Daten) durchgefiihrt und
die entsprechenden Korrelationskoeffizienten (r) und die p-Werte fiir die einzelnen Regionen und Zeitpunkte
zusammengefasst (D). n = 15 (d1), n = 10 (d3), n = 10 (d7) Tiere. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Aus den oben genannten Beobachtungen lasst sich schlie®en, dass regulatorische T-Zellen
insbesondere in Regionen einwandern, die in Folge einer HI einen starken Schaden auf-
weisen. Zudem unterschied sich die raumliche Verteilung der Tregs deutlich zwischen den
Zeitpunkten. Dies zeigt sich zum Beispiel im Thalamus, in dem an Tag 1 mit ca. 40% der
hoéchste Anteil von allen Tregs zu finden war, jedoch im Verlauf eine Abnahme auf ca. 10%

an Tag 7 zu beobachten war. Umgekehrt verhielt es sich hingegen im Hippocampus. Hier
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wurde eine Zunahme des prozentualen Anteils im Hippocampus von ca. 40% an Tag 1 auf
ca. 75% an Tag 7 beobachtet. Die neuronale Dichte nimmt nahezu in allen analysierten
Regionen von Tag 1 zu Tag 7 zu, was auf eine subakut einsetzende kompensatorische
Neurogenese zuriickzufuhren sein kénnte (Abbildung 3-2 B). Im Thalamus zeigt sich bereits
friih von Tag 1 zu Tag 3 ein Anstieg der NeuN*-Flache, wohingegen die Erhéhung der neu-
ronalen Dichte im Hippocampus und Striatum erst verspatet stattfand bzw. nicht so stark
ausgepragt war. Die Analysen zum Gewebeverlust ergaben, dass es erst im Verlauf zu
einer maximalen Auspragung der Gewebeatrophie vor allem im Hippocampus und Striatum
kommt (Abbildung 3-2 C).

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die frihe Zunahme der neuronalen Dichte im
Thalamus mit dem initial héchsten Anteil an Tregs und gleichzeitig die verzdgert einset-
zende Zunahme an Neuronen im Hippocampus mit einer tber die Zeit zunehmenden Infilt-
ration von Tregs assoziiert war. Diese ging jedoch auch mit der sekundar einsetzenden
Ausbildung der Hl-assoziierten Gewebeatrophie einher, sodass Tregs zum einen an der
Fdérderung endogen einsetzender Regenerationsprozesse (z.B. Neurogenese) und zum an-
deren an sekundar einsetzenden Schadensprozessen beteiligt sein kénnten. Dies wird
auch in Korrelationsanalysen deutlich. Hier zeigte sich einerseits flr den Hippocampus eine
signifikant inverse Korrelation zwischen der neuronalen Dichte und der Treg-Anzahl, d.h.
eine erhohte Treg-Anzahl war in dieser Region akut mit einer geringeren neuronalen Dichte
assoziiert (Abbildung 3-2 D). In ahnlicher Weise wurde fir Tag 3 im Hippocampus eine
inverse Korrelation zwischen dem (")dem/Atrophie-Index und der Treg-Anzahl detektiert,
das heif3t die gerade ab Tag 3 offensichtlich werdende Gewebeatrophie des Hippocampus
war mit einer erhdhten Treg-Anzahl assoziiert. Demgegenuber steht jedoch die signifikant
positive Korrelation zwischen dem Odem/Atrophie-Index und der Treg-Anzahl an Tag 3 im
Striatum, d.h. Tiere mit geringer ausgepragter Atrophie wiesen eine erhéhte Treg-Anzahl
auf. Dies ist insofern interessant, als dass das Striatum in direkter Nahe zur subventrikula-

ren Zone, einer wesentlichen Region der Neurogenese (Plane et al., 2004) liegt.

3.1.3 Weibliche Tregs infiltrieren starker in das HI-geschadigte Hirngewebe vor al-
lem in Bereichen starker Hirnschadigung

Basierend auf der zuvor ermittelten Infiltrationskinetik der Tregs (Abbildung 3-1) lag der
weitere Fokus in dieser Arbeit auf dem ersten Infiltrationspeak 24 Stunden nach HI. Vor
dem Hintergrund klinischer und experimenteller Studien zu geschlechtsspezifischen Unter-
schieden bezlglich des Schadensausmalies und neuroinflammatorischer Reaktionen in-
folge einer HI (Charriaut-Marlangue et al., 2017; Mirza et al., 2015; Waddell et al., 2016)

wurde die akute Treg-Infiltration in einer nach Geschlecht stratifizierten Analyse detaillierter
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untersucht. Dazu wurde die initiale Analyse (Abbildung 3-1 und 3-2) um zusatzliche Tiere
erweitert. Die immunhistochemischen Untersuchungen ergaben eine signifikant hdhere An-
zahl an Tregs im geschadigten Hirngewebe weiblicher Jungtiere im Vergleich zu mannli-
chen Tieren (Abbildung 3-3), wobei dieser Effekt vor allem auf der Ebene des Hippocam-

pus, der am starksten geschadigten Region, sichtbar wurde (Abbildung 3-3 A).
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3.2 Validierung des DEREG-Mausmodells zur Depletion regulatorischer T-

Zellen in neonatalen Mausen

3.2.1 Die intraperitoneale Injektion von 30 ng/g Kérpergewicht Diphtherietoxin re-
sultiert in einer effizienten Depletion regulatorischer T-Zellen unabhangig

vom Geschlecht

Die funktionelle Rolle regulatorischer T-Zellen in der Hl-induzierten Hirnschadigung in Ab-
hangigkeit vom Geschlecht sollte im Folgenden unter Verwendung des DEREG-Mausmo-
dells, das neben der Lokalisation der Tregs auch deren zeitspezifische Depletion ermdg-
licht, untersucht werden. Die Depletion der Tregs erfolgte Gber die intraperitoneale Applika-
tion von Diphtherietoxin (DTX). Basierend auf Studien der kooperierenden Arbeitsgruppe
Molekulare Immunologie (Prof. W. Hansen, Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Univer-
sitatsklinikum Essen), die eine Dosis von 30 ng/g Korpergewicht alle 48 Stunden zur effi-
zienten Depletion vorgeschlagen haben (Abel et al., 2012), wurde zunachst Gberpruft, in-
wiefern dieses Applikationsprotokoll auch in neonatalen Mausen anwendbar ist. Da der Fo-
kus dieser Arbeit die Rolle der frih infiltrierten Tregs war, erfolgte die erste Gabe des DTX
an P8 (einen Tag vor HI). Inwiefern eine effiziente Depletion in neonatalen HI-geschadigten
Mausen gegeben ist, wurde einen Tag nach HI (48 Stunden nach DTX-Gabe) durchflusszy-
tometrisch in Blutproben, Milzen und Gehirngewebe untersucht. Diese Analysen ergaben
eine signifikante Reduktion zirkulierender Tregs (Abbildung 3-4 A). Auch in der Milz wurden
signifikant geringe Mengen an Tregs in DTX-behandelten Jungtieren nachgewiesen (Abbil-
dung 3-4 B). Weder in PBS-behandelten Kontrollgruppen noch in Treg-depletierten Mausen
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wurden Geschlechtsunterschiede in Blut und Milz detektiert (Abbildung 3-4 A, B). Interes-
santerweise wurde im Hl-geschadigten Hirngewebe jedoch eine signifikant reduzierte An-
zahl an Tregs in mannlichen PBS-Kontrolltieren im Vergleich zu weiblichen Jungtieren ver-
zeichnet (Abbildung 3-4 C), womit die vorigen immunhistochemischen Analysen (Abbildung
3-3) bestatigt werden konnten. Die Treg-Depletion mittels DTX bewirkte in beiden Ge-
schlechtern eine ahnlich starke Reduktion infiltrierter Tregs (Abbildung 3-4 C).
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Abbildung 3-4 Die Applikation von 30 ng/g Korpergewicht Diphtherietoxin fiihrt unabhangig
vom Geschlecht zu einer signifikanten Reduktion von CD4*Foxp3*-regulatorischen T-Zellen

Am achten postnatalen Tag erhielten DEREG-Mause eine i.p. Injektion von 30 ng/g Korpergewicht DTX. Kon-
trolltieren wurde PBS injiziert. 48 Stunden spater wurden Zellsuspensionen aus Blutproben (A), Milzen (B) und
Gehirngewebe (C) aus Tieren gewonnen, die 24 Stunden zuvor an P9 einer HI unterzogen wurden. Mittels
durchflusszytometrischer Analysen wurde die Anzahl an Foxp3*CD4*-Tregs quantifiziert. n = 9 (weiblich PBS),
n = 6 (weiblich DTX), n = 9 (mannlich PBS), n= 8 (mannlich DTX) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

3.2.2 Die zweimalige Injektion von 30 ng/g Kdérpergewicht Diphtherietoxin in ne-

onatalen Mausen fuhrt nicht zu langfristigen Autoimmunitatsreaktionen

Far den hier verwendeten Mausstamm wurde zuvor beschrieben, dass eine anhaltende
Depletion neonataler Tregs zu spateren lymphoproliferativen Autoimmunreaktionen fihren
kann, die sich unter anderem in Hyperplasie von Milz und Lymphknoten sowie inflammato-
rischer Infiltration in verschiedenen Organen aufert (Lahl et al., 2007). Dartber hinaus wur-
den Gewichtsabnahmen infolge einer anhaltenden neonatalen Treg-Depletion, die die Ent-
wicklung der Tiere beeintrachtigen kdnnte, beobachtet (Yang et al., 2015). Um die beschrie-
benen Veranderungen als mogliche Stérgréf3en fur die Verwendung des transgenen Maus-
modells zur Untersuchung neonatal induzierter Hirnschadigung auszuschlief3en, wurden
Treg-depletierte Tiere hinsichtlich ihrer Gewichtsentwicklung und der méglichen Ausbildung
von Autoimmunreaktionen untersucht. Um wahrend des akuten Infiltrationspeak der Tregs
24 Stunden nach HI eine effiziente Depletion bis drei Tage nach HI aufrecht zu erhalten,

war fur alle spateren Untersuchungen hinsichtlich der Analyse des Schadensaufmales und
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neuroinflammatorischer Reaktionen eine zweite DTX-Injektion 24 Stunden nach HI geplant.
Daher wurde der Einfluss einer zweimaligen DTX-Gabe an P8 und P10 auf mégliche lym-
phoproliferative Veranderungen in Lymphknoten und Milzen von sechs Wochen alten Tie-
ren analysiert (Abbildung 3-5 A, B). Daruber hinaus wurden Hamatoxylin-Eosin gefarbte
Paraffinschnitte von Lunge, Leber, Pankreas und Haut histologisch auf Zeichen autoimmu-
ner Veranderungen untersucht (Abbildung 3-5 C). Als Kontrollgruppe dienten Tiere, die zu

gleichen Zeitpunkten PBS-Injektionen erhielten.
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Abbildung 3-5 Die neonatale zweimalige Applikation von Diphtherietoxin hat kein lympho-
proliferatives Autoimmunititssyndrom zur Folge

DEREG-Mause erhielten am achten und zehnten postnatalen Tag eine intraperitoneale Injektion von 30 ng/g
Koérpergewicht Diphtherietoxin zur Depletion regulatorischer T-Zellen. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit PBS
behandelt. Um zu Uberpriifen, ob es infolgedessen zu einem lymphoproliferativen Autoimmunitatssyndrom
kommt, wurden die Tiere im friihen Erwachsenenalter (6 Wochen) hinsichtlich einer mdglichen Hyperplasie in
Milzen (A) und Lymphknoten (B) untersucht. Dargestellt sind neben exemplarischen Fotos der Organe die ab-
soluten Zellzahlen von Milzen (A) und Lymphknoten (B). Daneben wurden verschiedene Organe histologisch
mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf Zeichen einer Autoimmunitat untersucht (C). Es sind beispielhafte Auf-
nahmen Hamatoxylin-Eosin gefarbter Schnitte von Haut, Lunge, Leber und Pankreas dargestellt. Um mdgliche
Einflisse der Treg-Depletion auf die Gewichtsentwicklung zu untersuchen, wurde die Gewichtszunahme in ei-
ner retrospektiven Analyse aller HI-Tiere dieser Studie mit dem Uberlebenszeitpunkt sieben Tage nach HI er-
mittelt. n = 6 (PBS), n =5 (DTX) in (A-C), rote und blaue Symbole in (A, B) stellen Werte von weiblichen bzw.

mannlichen Tieren dar, n = 11-18 / Gruppe in (D).
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Die zweimalige neonatale DTX-Applikation fihrte weder zu einer signifikanten Veranderung
der Zellzahl in Milz und Lymphknoten noch zu Unterschieden in der Gré3e beider Organe
(Abbildung 3-5 A, B), so dass das hier verwendete Depletionsschema keine langfristige
Hyperplasie lymphatischer Organe bewirkte. Hautproben der DTX-behandelten Mause wie-
sen im Gegensatz zu den von Lahl et al. beschriebenen Veranderungen eine unauffallige
Schichtung auf, eine epidermale Hyperplasie konnte ausgeschlossen werden (Abbildung 3-
5 C). AuRerdem waren in den angeschnittenen Geweben keine Lymphozyten-Infiltrate vor-
handen. In Schnitten von Lungen-Praparaten der DTX-Gruppe wurde normales Lungenge-
webe mit dlinnen, regelmafigen Alveolarwanden ohne Hinweis auf peribronchiale oder pe-
rivaskulare Infiltrate beobachtet (Abbildung 3-5 C). Die von Lahl et al. beschriebene Immun-
zellinfiltration und dadurch folgende Destruktion der Pankreas-Azini (Lahl et al., 2007),
wurde in dem hier verwendeten kurzzeitigen Applikationsschema nicht beobachtet (Abbil-
dung 3-5 C). Die retrospektive Analyse der Gewichtsentwicklung aller Treg-depletierten
Tiere dieser Arbeit mit Uberlebenszeitpunkt sieben Tage nach HI (P16) wies ebenfalls keine
Unterschiede zwischen den Gruppen auf (Abbildung 3-5 D). Diese Untersuchungen zeig-
ten, dass sich das hier angewendete experimentelle Modell mit kurzzeitiger Treg-Depletion

in der Neonatalphase eignet, um die funktionelle Rolle der Tregs genauer zu untersuchen.

3.3 Einfluss der akuten Depletion regulatorischer T-Zellen auf die struktu-

relle und zellulare Hirnschadigung nach neonataler Hypoxie-lschamie

3.3.1 Die Auswirkung der regulatorischen T-Zell-Depletion auf HI-induzierte neu-
ropathologische Veranderungen ist geschlechtsabhangig

Uber das zuvor erlauterte Behandlungsschema (DTX-Injektion an P8 und P10) wurden
Tregs wahrend und kurz nach HI depletiert, um die Auswirkungen der akuten Intervention
auf konsekutive bis in die subakute Phase anhaltende Schadigungsprozesse zu beurteilen.
Daher erfolgte die Gewebeanalyse 7 Tage nach Hl in 16 Tage alten Tieren. Daruber hinaus
konnen strukturelle Veranderungen zu diesem Zeitpunkt sehr gut beurteilt werden
(Reinboth et al., 2016). Dazu wurde zunachst eine neuropathologische Beurteilung in Kre-

sylviolett-gefarbten Schnitten vorgenommen.

Mannliche Mause der PBS-Kontrollgruppe zeigten im Vergleich zu weiblichen Kontrolltieren
eine signifikant starkere Schadigung (Abbildung 3-6 A, B). Wahrend die Treg-Depletion bei
weiblichen Tieren zu einer signifikanten Verstarkung neuropathologischer Veranderungen
im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe fuhrte, resultierte sie bei Mannchen in einer signifi-
kanten Reduktion des Schadens (Abbildung 3-6 A, B). Eine detaillierte Analyse spezifischer
Hirnregionen ergab eine signifikant erhdhte Schadigung in PBS-behandelten Mannchen im
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Vergleich zu Weibchen im Cortex, Thalamus und Hippocampus (Abbildung 3-6 C). Die
Depletion der Tregs resultierte in einer Abnahme der Schadigung in Mannchen, wahrend
weibliche Tiere eine erhdhte Schadigung nach Treg-Depletion in diesen Regionen zeigten
(Abbildung 3-6 C). Auch im Striatum wurde eine tendenziell erhéhte Schadigung in PBS-
Tieren der Mannchen im Vergleich zu Kontrolltieren der Weibchen und eine reduzierte

Schadigung nach Treg-Depletion in mannlichen Mausen detektiert (Abbildung 3-6 C).
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Abbildung 3-6 Die Auswirkung der Treg-Depletion auf neuropathologische Verdnderungen an
Tag 7 nach Hypoxie-Ischamie ist geschlechtsabhangig

Neun Tage alte DEREG-Mause wurden einer Hypoxie-Ischamie-Behandlung unterzogen. Die Depletion regu-
latorischer T-Zellen erfolgte Uber i.p. Injektion von 30 ng/g Korpergewicht DTX 24 Stunden vor und nach HI,
Kontrolltieren wurde PBS injiziert. Das Ausmaf der Gewebeschadigung wurde iber eine neuropathologische
Beurteilung anhand von Kresylviolett-gefarbten Gewebeschnitten sieben Tage nach HI analysiert (A, Mal3stabs-
balken: 1 mm). Es erfolgte sowohl ein Vergleich der errechneten Gesamtpunktzahl aller Regionen (B) als auch
regionaler Gesamtpunktzahlen des Cortex, Thalamus, Striatum und Hippocampus (C). n = 12 (PBS weiblich),
n = 12 (DTX weiblich), n = 9 (PBS mannlich), n = 11 (DTX mannlich) *p<0,05, **p<0,01

3.3.2 Eine Treg-Depletion hat eine gegenteilige Wirkung auf den HIl-induzierten

neuronalen Zellverlust in Mannchen und Weibchen

Um den detektierten geschlechtsspezifischen Effekt regulatorischer T-Zellen auf den hy-
poxisch-ischamischen Gewebeschaden auf zellularer Ebene zu untersuchen, wurde die

neuronale und oligodendrozytare Zelldichte immunhistochemisch analysiert. Die Untersu-
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chungen zur neuronalen Dichte haben die zuvor ermittelten geschlechtsspezifischen Ef-
fekte einer Hypoxie-lschamie und einer Treg-Depletion vor allem im Hippocampus, der Re-
gion, die durch HI den starksten neuronalen Zellverlust erleidet (Abbildung 3-2 B), bestatigt.
Hier wiesen weibliche Tiere der PBS-Gruppe eine signifikant hdhere neuronale Dichte im
Vergleich zu mannlichen Jungtieren auf (Abbildung 3-7 A, B). Die Depletion regulatorischer
T-Zellen fuhrte im Hippocampus bei weiblichen Tieren zu einer signifikanten Reduktion der
neuronalen Dichte, wohingegen bei mannlichen Mausen ein gegenteiliger Effekt, namlich
eine signifikante Zunahme, festzustellen war (Abbildung 3-7 B). Im Cortex, Striatum und
Thalamus waren weder durch das Geschlecht noch durch die Treg-Depletion Veranderun-
gen in der neuronalen Dichte zu beobachten (Abbildung 3-7 C). Um auszuschlie3en, dass
eine Treg-Depletion unabhangig von einer HI mdglicherweise Einfluss auf die neuronale
Dichte hat, wurden scheinoperierte Tiere untersucht, wobei sich diese Analysen auf die
durch HI am starksten betroffene Region, den Hippocampus, beschrankten. Es zeigte sich
jedoch kein Unterschied in Abhangigkeit vom Geschlecht oder einer Treg-Depletion (Abbil-
dung 3-7 B).
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Abbildung 3-7 Der Effekt einer Treg-Depletion auf den Hl-induzierten neuronalen Zellverlust
ist abhangig von Geschlecht und Region

Am neunten postnatalen Tag wurden DEREG-Mause einer HI-Behandlung oder Scheinoperation ausgesetzt.
Tregs wurden mittels zweimaliger DTX-Injektion (30 ng/g Korpergewicht, i.p.) an Tag 8 und 10 depletiert, bei
Kontrolltieren erfolgte eine Injektion mit PBS. Anhand von immunhistochemischen Farbungen fiir den neurona-
len Marker NeuN (A) wurde die neuronale Dichte im Hippocampus (B) sowie im Cortex, Striatum und Thalamus
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(C) Uber die Ermittlung der NeuN*-Flache in der ipsilateralen Hemisphare bestimmt. In (A) sind beispielhafte
Aufnahmen NeuN-gefarbter Schnitte im Bereich des Cornu ammonis (CA1) des Hippocampus dargestellt (MaR3-
stabsbalken: 50 um). Die in (B) dargestellte gestrichelte Linie und der graue Balken stellen die Median- und
Interquartil-Werte scheinoperierter Tiere aller Gruppen dar (n = 8 / Gruppe). n = 12 (PBS weiblich), n =12 (DTX
weiblich), n = 9 (PBS mannlich), n = 11 (DTX mannlich). **p<0,01; ***p<0,001

Reinboth et al. haben gezeigt, dass ein neuronaler Zellverlust nach Hypoxie-Ischdmie mit
einer Proliferation von Oligodendrozyten in geschadigten Regionen einhergeht (Reinboth
et al., 2016). Um die Dichte an Oligodendrozyten zu untersuchen, wurden daher immun-
histochemische Farbungen fir den Pan-Oligodendrozytenmarker Olig2 analysiert. Um auch
fur diese Analysen auszuschlieRen, dass eine Treg-Depletion unabhangig von einer Hl
moglicherweise Einfluss auf die Oligodendrozytendichte hat, wurden zusatzlich scheinope-
rierte Tiere untersucht, wobei sich auch diese Analysen auf die durch HI am starksten be-

troffene Region, den Hippocampus beschrankten.
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Abbildung 3-8 Eine Treg-Depletion hat keinen Einfluss auf die Hl-induzierte Oligodendrozy-
tenzunahme

Am neunten postnatalen Tag wurden DEREG-Mause einer HI-Behandlung ausgesetzt. Zusatzlich wurden
Tregs mittels zweimaliger DTX-Injektion (30 ng/g Koérpergewicht, i.p.) an Tag 8 und 10 depletiert, Kontrolltiere
erhielten eine Injektion mit PBS. Sieben Tage nach HI wurde die Oligodendrozytendichte in Gewebeschnitten
fur den Pan-Oligodendrozytenmarker Olig2 analysiert (A). Die Anzahl Olig2*Dapi*-Zellen wurde im Hippocam-
pus (B), Cortex, Striatum und Thalamus analysiert (C). In (A) sind exemplarische Aufnahmen Olig2-gefarbter

Schnitte im Bereich des Cornu ammonis (CA1) des Hippocampus dargestellt (MaRstabsbalken: 50 um). Die in
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(B) dargestellte gestrichelte Linie und der graue Balken stellen die Median- und Interquartil-Werte scheinope-
rierter Tiere aller Gruppen dar (n = 8 / Gruppe). n = 12 (PBS weiblich), n = 12 (DTX weiblich), n = 9 (PBS
mannlich), n = 11 (DTX mannlich)

Es wurden keine Unterschiede zwischen den Experimentalgruppen in scheinoperierten Tie-
ren detektiert (Abbildung 3-8 B). In HI-geschadigten Tieren hingegen wurde in Einklang mit
zuvor beschriebenen Beobachtungen (Herz et al., 2018b; Reinboth et al., 2016) im Hippo-
campus mit hohem neuronalen Zelluntergang eine erhéhte Menge an Olig2*-Zellen detek-
tiert (Abbildung 3-8 A, B). Im Gegensatz zu den Beobachtungen zum neuronalen Zellverlust
hatte jedoch weder das Geschlecht noch die Treg-Depletion einen wesentlichen Effekt auf
die Oligodendrozytenanzahl in allen untersuchten Regionen HI-geschadigter Tiere (Abbil-
dung 3-8 C).

Zusammenfassend wurden sowohl fir den strukturellen als auch den zelluldren neuronalen
Schaden infolge einer HI geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen Tieren mit und
ohne regulatorische T-Zellen nachgewiesen: Zum einen scheint der Gewebeschaden in
mannlichen Tieren in Anwesenheit von regulatorischen T-Zellen starker ausgepragt zu sein
als in weiblichen Tieren. Diese Verteilung kehrt sich jedoch nach Treg-Depletion um. In
Weibchen fuhrt die DTX-Injektion in stark geschadigten Regionen zu einer Zunahme des
Schadens, wohingegen bei mannlichen Tieren protektive Effekte auf das Schadensausmalf}
detektiert wurden. Diese Ergebnisse deuten auf eine schitzende Rolle der Tregs im weib-
lichen Geschlecht hin, wahrend eine schadigende Rolle fir mannliche Tregs angenommen

werden kann.

3.4 Auswirkungen einer Treg-Depletion auf Hl-induzierte neuroinflammatori-

sche Reaktionen und vaskulare Schadigung

Um mdgliche Effektormechanismen und Zielzellen der Tregs in Abhangigkeit vom Ge-
schlecht zu identifizieren, wurden im nachsten Schritt neuroinflammatorische Reaktionen
und die Integritat der Bluthirnschranke genauer untersucht. Da sich hinsichtlich neuropa-
thologischer Veranderungen (Abbildung 3-6) und neuronaler Dichte (Abbildung 3-7) die
starkste Schadigung und die deutlichsten Effekte nach Treg-Depletion im Hippocampus

darstellten, beschrankten sich alle folgenden Analysen auf diese Region.

50



Ergebnisse

3.4.1 Eine Treg-Depletion erhoht die Mikrogliaaktivierung im weiblichen Ge-

schlecht und fuhrt zu einer geschlechtsunabhangigen verstarkten Astrogliose

Die HI-induzierte neuronale Schadigung ist eng mit zerebralen neuroinflammatorischen Re-
aktionen verknuUpft, wobei vor allem Mikrogliazellen und Astrozyten aktiviert werden. Wel-
chen Einfluss regulatorische T-Zellen auf die Mikroglia- und Astrozytenaktivierung haben,
wurde in immunhistochemischen Analysen sieben Tage nach HI untersucht. Speziell wurde
die Expression des Mikrogliamarkers Iba-1 und des Astrozytenmarkers GFAP, die nach
Zellaktivierung zusatzlich hochreguliert werden (Kozlowski & Weimer, 2012; Pekny &
Nilsson, 2005), genauer analysiert (Abbildung 3-9).

Die Analysen zur Mikrogliaaktivierung im Hippocampus ergaben sowohl fir die HI-Behand-
lung als auch fur die Treg-Depletion einen geschlechtsabhangigen Effekt. Mannliche Tiere
der PBS-Gruppe wiesen eine signifikant starkere Mikrogliaaktivierung im Vergleich zu weib-
lichen Kontrolltieren auf (Abbildung 3-9 A, B). Im weiblichen Geschlecht wurde eine signifi-
kante Zunahme der Iba-1-Expression um circa 30% durch Treg-Depletion festgestellt, wah-
rend die Depletion regulatorischer T-Zellen in mannlichen Jungtieren keinen Einfluss auf

die Mikrogliaaktivierung hatte (Abbildung 3-9 A, B).
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Abbildung 3-9 Eine Treg-Depletion fiihrt zu erh6hter Mikrogliaaktivierung in weiblichen Tieren
und verstéarkter Astrogliose in beiden Geschlechtern

Am neunten postnatalen Tag wurden DEREG-Mause einer HI-Behandlung ausgesetzt. Zusatzlich erfolgte 24

Stunden vor und nach HI eine DTX-Injektion zur Depletion regulatorischer T-Zellen, Kontrolltieren wurde PBS
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injiziert. Um den Einfluss der Treg-Depletion auf Mikroglia- und Astrozytenaktivierung zu untersuchen, wurden
Iba-1/GFAP Ko-Farbungen (A, Iba-1 griin, GFAP rot) sieben Tage nach HI angefertigt. Die Quantifizierung der
Farbung erfolgte in der Hippocampusregion mittels Konfokalmikroskopie. Da eine Abtrennung einzelner Mikrog-
lia und Astrozyten nicht moglich war, wurde die Iba-1* (B) und GFAP*-Flache (C) ermittelt und auf die Flache
des zuvor umrandeten Hippocampus normiert. In (A) dargestellt sind exemplarische Aufnahmen der Hippocam-
pus Region flr alle vier untersuchten Gruppen (MaRstabsbalken: 250 ym). Die in (B) und (C) dargestellten
gestrichelten Linien und grauen Balken stellen die Median- und Interquartil-Werte scheinoperierter Tiere aller
Gruppen dar (n = 8/ Gruppe). n = 12 (PBS weiblich), n = 12 (DTX weiblich), n = 9 (PBS mannlich), n =11 (DTX
mannlich). *p<0,05; ***p<0,001

Die Quantifizierung der GFAP-Expression zur Beurteilung der Aktivierung von Astrozyten
ergab im Gegensatz zu Mikroglia keine geschlechtsspezifischen Unterschiede. Der prozen-
tuale Anteil der GFAP*-Flache lag sowohl bei Mannchen als auch bei Weibchen der PBS-
Gruppe im Mittel bei etwa 30% (Abbildung 3-9 A, C). Interessanterweise flhrte die Treg-
Depletion in beiden Geschlechtern jedoch zu einer signifikanten Zunahme der GFAP*-FIla-
che um circa 20% (Abbildung 3-9 C). In scheinoperierten Tieren wurden bis auf eine leichte
Erhdhung der Mikrogliaaktivierung in Treg-depletierten weiblichen Tieren, keine Unter-
schiede hinsichtlich der GFAP- und Iba-1-Expression festgestellt (Abbildung 3-9 B, C).

3.4.2 Die Wirkung einer Treg-Depletion auf die GefaRintegritat ist geschlechtsab-
hangig

Wesentliches Merkmal der hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung ist die Verletzung der
dichten Bluthirnschranke, die sich unter anderem in der Degradation der Basalmembranen
aulert (Mulling et al., 2021). Inwiefern Tregs auch in der neonatalen HI die Integritat der
Gefalde und Bluthirnschranke beeinflussen, wurde anhand von immunhistochemischen Ko-
Farbungen fir den Pan-Endothelzellmarker CD31 und den Basalmembranmarker Pan-La-
minin untersucht (Abbildung 3-10 A).

Die GefaRdichte, die anhand der CD31*-Flache analysiert wurde, war weder durch eine
Treg-Depletion noch durch das Geschlecht moduliert (Abbildung 3-10 A, B). Insgesamt un-
terschied sich die Gefalidichte aller HI-Tiere zu diesem Untersuchungszeitpunkt auch nicht
wesentlich von der in scheinoperierten Tieren (Abbildung 3-10 A). Die Hl-induzierte Scha-
digung der Bluthirnschranke auRert sich jedoch in einer Auflockerung bzw. Gefaflablésung
der sonst dicht gepackten und enganliegenden Basalmembranen, was anhand einer er
héhten Lamininflache in 2-dimenionalen mikroskopischen Aufnahmen gemessen werden
kann (Mulling et al., 2021). Die Quantifizierung dieses Phanomens zeigte, dass der Anteil
der Laminin*-Flache in PBS-behandelten mannlichen Jungtieren verglichen zu weiblichen
Mausen erhoht war (Abbildung 3-10 C). Wahrend die Treg-Depletion in weiblichen Tieren
zu einer signifikanten Verstarkung der Basalmembranabldsung fuhrte, wurde in Mannchen
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hingegen eine signifikante Reduktion des Schadens beobachtet, was in einer signifikant
starkeren Basalmembranschadigung in weiblichen DTX-behandelten Tieren im Vergleich
zu mannlichen DTX-behandelten Mausen resultierte (Abbildung 3-10 C).
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Abbildung 3-10 Eine Treg-Depletion hat eine gegenteilige Wirkung auf die Hl-induzierte Scha-
digung der Basalmembran in Mannchen und in Weibchen

Die hypoxisch-ischamische Hirnschadigung wurde in neun Tage alten DEREG-Mausen induziert. Die Depletion
der Tregs erfolgte mittels DTX-Injektion 24 Stunden vor und nach HI, Kontrolltiere wurden mit PBS behandelt.
Der Einfluss der Treg-Depletion auf die GefaRdichte (A, B) und die Integritat der Basalmembran (A, C) wurde
im Hippocampus iber CD31 (Gefal, griin) / Laminin (Basalmembran, rot) Ko-Farbungen sieben Tage nach Hi
untersucht (A). Zur Quantifizierung wurden binare Bilder erstellt und die CD31*- bzw. Laminin*-Flache ermittelt.
In (A) sind beispielhafte Aufnahmen der CD31/Laminin Ko-Farbung im Bereich des Cornu ammonis (CA1) des
Hippocampus dargestellt (MaRstabsbalken: 50 um). Die in (B) und (C) dargestellten gestrichelten Linien und
grauen Balken stellen die Median- und Interquartil-Werte scheinoperierter Tiere aller Gruppen dar (n = 8 /
Gruppe). n =12 (PBS weiblich), n = 12 (DTX weiblich), n = 9 (PBS mannlich), n = 11 (DTX mannlich). *p<0,05;
***p<0,001

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es einerseits fur mannliche und weib-
liche Tregs ahnliche Effektormechanismen gibt. Dies duflert sich zum Beispiel in einer er-
hoéhten Astrozytenaktivierung nach Treg-Depletion in beiden Geschlechtern. Andererseits

zeigte sich, dass Tregs der beiden Geschlechter verschiedene Zellen des ZNS (Zentralen

53



Ergebnisse

Nervensystems) in unterschiedlicher Weise modulieren. So bewirkte eine Depletion der Zel-
len vor allem in Weibchen eine starke Mikrogliaaktivierung, wahrend die ohnehin etwas
erhdhte Aktivierung in Mannchen nach Treg-Depletion unverandert war. Fur die Integritat
der Bluthirnschranke zeigte sich zunachst ein ahnliches Bild wie fur die Mikrogliaaktivie-
rung, das heil’t die Treg-Depletion in Weibchen bewirkte eine erhéhte Schadigung der Ba-
salmembranen, wie sie auch in mannlichen Kontrolltieren zu beobachten war. Interessan-
terweise fuhrte jedoch die Depletion der Tregs in Mannchen zu einer signifikanten Reduk-

tion der Basalmembranschadigung.

3.5 Vergleich zirkulierender Hormonlevel und der suppressiven Funktion re-

gulatorischer T-Zellen in mannlichen und weiblichen neonatalen Mausen

3.5.1 Die Serumkonzentration des weiblichen Geschlechtshormons Estradiol un-

terscheidet sich nicht zwischen mannlichen und weiblichen Jungtieren

Um zu untersuchen, wie die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der
Funktionalitat der Tregs zu erklaren sein konnten, wurde die Konzentration des weiblichen
Geschlechtshormons Estradiol im Serum der Tiere bestimmt. Dies begriindet sich nicht nur
in der beschriebenen neuroprotektiven Rolle fiir dieses Hormon, sondern auch in publizier-
ten Arbeiten, die belegten, dass Estrogen die suppressive Funktion von Tregs verstarkt
(Luo et al., 2011). Es wurden jedoch keine Unterschiede im Serum mannlicher und weib-
licher Jungtiere hinsichtlich der Hormonkonzentration beobachtet, was vermutlich auf das

neonatale Alter der Tiere zurtickzufuhren ist (Abbildung 3-11).
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3.5.2 Weibliche regulatorische T-Zellen besitzen eine starkere suppressive Aktivi-

tat als mannliche Tregs

Wenngleich die reduzierte Treg-Infiltration in mannlichen Tieren die erhdhte Gewebescha-
digung und Mikrogliaaktivierung in mannlichen PBS-behandelten Kontrolltieren erklaren
kdénnte und somit generell auf eine protektive Wirkung der Tregs in neonataler HI hinweisen

wirde, so erklart dies nicht die protektiven Effekte der Treg-Depletion auf den neuronalen
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Zellverlust und die gestorte Bluthirnschranken-Integritat in mannlichen Tieren. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass mannliche und weibliche Tregs mdglicherweise intrinsische
Unterschiede hinsichtlich ihrer immunmodulatorischen Funktion aufweisen. Daher wurde
im Folgenden untersucht, inwiefern sich die Funktionalitat der Tregs 24 Stunden nach Hl
zwischen mannlichen und weiblichen Jungtieren unterscheidet. Eine wesentliche Funktion
regulatorischer T-Zellen ist die Hemmung der Proliferation anderer Immunzellen, um so die
Selbsttoleranz des Immunsystems zu regulieren (Vignali et al., 2008). Daher wurden Tregs
aus Milz- und Thymus-Gewebe isoliert und anschlielend auf ihre proliferationshemmenden
Eigenschaften in Effektor-T-Zell-Proliferationsassays untersucht. Diese Analysen ergaben,
dass mannliche regulatorische T-Zellen, die aus Milzgewebe isoliert wurden, eine signifi-
kant geringere immunsuppressive Aktivitat im Vergleich zu weiblichen Jungtieren aufwie-
sen. So wurde die Proliferation stimulierter Effektor-T-Zellen im Median um circa 60% durch
weibliche Tregs und circa 40% durch mannliche Tregs inhibiert (Abbildung 3-12 A). Die
Kultivierung regulatorischer T-Zellen aus Thymus-Gewebe mit T-Effektorzellen resultierte
ebenfalls in beiden Gruppen in einer Verminderung der Proliferationsrate um circa 80%,
wobei keine Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Tregs festgestellt wurden
(Abbildung 3-12 B).
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Abbildung 3-12 Weibliche regulatorische T-Zellen weisen eine stérkere suppressive Funktion
auf als ménnliche Tregs

Am neunten postnatalen Tag wurden DEREG-Mause einer Hypoxie-Ischamie Behandlung ausgesetzt. Nach 24
Stunden wurden aus Milz- (A) und Thymusgewebe (B) regulatorische T-Zellen mittels FACS isoliert und diese
fur vier Tage mit Effektor-T-Zellen ko-kultiviert. Fiir die Auswertung wurde zunachst in stimulierten Proben mit
und ohne Tregs der prozentuale Anteil der proliferierten Effektor-T-Zellen anhand einer unstimulierten Kontrolle
ermittelt. Die prozentuale Inhibition wurde berechnet, indem die Proliferationsraten in stimulierten Ko-Kulturen
mit Tregs zum Mittelwert der stimulierten Proben ohne Tregs relativiert wurde. In (A) ist jeweils ein Beispiel-
histogramm fir die Proliferation von Effektor-T-Zellen, die mit mannlichen (blau, oben) und weiblichen (rot, un-
ten) Tregs, die aus Milzgewebe isoliert wurden, ko-kultiviert wurden, dargestellt. n = 5 (weiblich Milz), n = 5

(mannlich Milz), n = 3 (weiblich Thymus), n = 3 (mannlich Thymus). *p<0,05
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4 DISKUSSION

Die hypoxisch-ischamische Enzephalopathie (HIE) des Neugeborenen ist eine der haufig-
sten Ursachen fur neonatale Mortalitat und Langzeit-Morbiditat. Die Hypothermie als derzeit
einzig zugelassene Therapie ist in ihrer Einsetzbarkeit und Wirksamkeit begrenzt, sodass
neue, effektivere Behandlungsstrategien entwickelt werden mussen. Eine wesentliche Her-
ausforderung sind zunehmend berichtete Geschlechtsunterschiede in der Pathophysiologie
und im Therapieansprechen. Wichtiges Merkmal der HIE-Pathophysiologie sind neuroin-
flammatorische Reaktionen, die unter anderem die Infiltration peripherer Immunzellen in
das geschadigte Gehirn beinhalten. Die Beteiligung einzelner Immunzellsubtypen ist in die-
sem Zusammenhang bislang jedoch nur wenig untersucht. Die vorliegende Arbeit kon-
zentriert sich auf den Einfluss regulatorischer T-Zellen (Tregs), die auf Grund ihrer anti-
inflammatorischen Eigenschaften und neuroprotektiven Wirksamkeit in anderen Erkrankun-
gen des Zentralen Nervensystems ein mdgliches therapeutisches Ziel in der HIE darstellen
kdnnten. Wahrend der Einfluss von Tregs im adulten Schlaganfall noch kontrovers disku-
tiert wird, gab es bislang keine Erkenntnisse in der neonatalen hypoxisch-ischamischen
Hirnschadigung. Dartber hinaus haben mdgliche Geschlechtsunterschiede in ihrer Wirkung
in der ischamischen Hirnschadigung weder im adulten noch im neonatalen Krankheitsmo-

dell bisher Beachtung gefunden.

In der vorliegenden Arbeit wurde im Mausmodell der HIE gezeigt, dass regulatorische T-
Zellen eine geschlechtsspezifische Rolle in der durch Hypoxie-Ischamie (HI) verursachten
Gehirnschadigung einnehmen. Wahrend fir weibliche Tregs eine endogene Neuroprotek-
tion belegt wurde, wurde fir mannliche Tregs ein schadlicher Einfluss beobachtet. Als mog-
liche Ursache fur die protektive Wirkung weiblicher Tregs wurde eine starkere anti-inflamm-
atorische Aktivitdt nachgewiesen. Mannliche Tregs scheinen hingegen Uber eine Verstar-
kung der Hl-induzierten vaskularen Schadigung im neonatalen Gehirn zur Neurodegenera-

tion beizutragen.

Die Infiltration peripherer Immunzellen in das neonatale HI-geschadigte Gehirngewebe
wurde bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen (Bona et al., 1999; Fathali et al.,
2013; Nazmi et al., 2018; Winerdal et al., 2012). Zur Infiltration regulatorischer T-Zellen ist
die Datenlage bislang jedoch begrenzt. Vorherige durchflusszytometrische Analysen der
Arbeitsgruppe belegten erstmalig eine nicht unerhebliche Infiltration von Tregs sieben Tage
nach HI (Herz et al., 2018a). Die Lokalisation und der zeitliche Verlauf der Treg-Infiltration
wurde daher in der vorliegenden Arbeit in immunhistochemischen Analysen im DEREG-

Mausmodell, das eine Detektion eGFP-exprimierender Tregs ermdglicht (Lahl et al., 2007),
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genauer charakterisiert. Sowohl auf Hohe des Hippocampus als auch in der Striatumebene
wurde ein biphasisches Infiltrationsmuster von eGFP*-Tregs mit einem Maximum an Tag 1
und Tag 7 nach HI detektiert. Eine ahnliche biphasische Kinetik wurde bereits fir die ge-
samte CD4*-T-Lymphozyten-Population beschrieben (Albertsson et al., 2014). Darlber hin-
aus beobachteten Smith et al. auch eine zweigipflige Infiltration myeloider Zellen mit maxi-
maler Anzahl einen und sieben Tage nach HI (Smith et al., 2018). Die in der vorliegenden
Arbeit gezeigte biphasische Einwanderung von Tregs konnte durch zeitlich versetzt begin-
nende pathophysiologische Mechanismen der HIE bedingt sein. So kénnte der erste An-
stieg an Zellen mit dem primaren Zelluntergang und akuten neuroinflammatorischen Reak-
tionen nach HI assoziiert sein und diese modulieren (Ferriero, 2004). Zum Zeitpunkt des
zweiten Infiltrationspeaks konnten Tregs sowohl an Prozessen des sekundaren Zelltodes
als auch an Regenerations- und Reparaturprozessen, die in der spaten Phase einsetzen,
beteiligt sein (Fatemi et al., 2009).

Neben der biphasischen Infiltration wurde in der vorliegenden Arbeit belegt, dass Tregs
insbesondere in Regionen des Gehirns infiltrieren, die am starksten durch HI geschadigt
werden. Die beobachtete regionsabhangige Infiltration deutet auf eine Involvierung von
Tregs an der Schadensauspragung hin, wobei zu klaren blieb, welche funktionelle Rolle sie
in der neonatalen HI-Pathophysiologie spielen. Um zu Uberprtifen, ob die beobachtete In-
filtration regulatorischer T-Zellen unabhangig oder lediglich Folge einer generellen biphasi-
schen Leukozyteninfiltration war, wurde zusatzlich die Anzahl CD45"-Leukozyten im Ge-
hirngewebe untersucht. Hier zeigte sich jedoch ein abweichendes Infiltrationsmuster, was
fur eine selektive Infiltration regulatorischer T-Zellen, unabhangig von der Gesamtzahl aller
Leukozyten, spricht. Moglicherweise ist diese selektive Infiltration durch eine unterschied-
lich stark ausgepragte Expression von Adhasionsmolekulen und Chemokinrezeptoren auf
Tregs verglichen zu anderen Immunzellsubtypen bedingt. So zeigte die Arbeit von Schnei-
der-Hohendorf et al. im adulten Organismus, dass sowohl humane als auch murine Tregs
im Vergleich zu Foxp3-negativen-Effektor T-Zellen ein deutlich starkeres Potential besitzen,
uber die Bluthirnschranke zu migrieren und mit Endothelzellen zu interagieren (Schneider-
Hohendorf et al., 2010). Im Kontext der adulten ischamischen Hirnschadigung wurde dar-
Uber hinaus belegt, dass regulatorische T-Zellen eine signifikant héhere Expression des
Adhasionsmolekiils LFA-1 im Vergleich zu CD25-CD4*-T-Zellen aufweisen, was ihnen eine
starkere Interaktion mit Endothelzellen Uber den LFA-1/ICAM-1-Signalweg ermoglicht
(Kleinschnitz et al., 2013). Weiterfihrende Analysen der Arbeitsgruppe legten nahe, dass
dieser Signalweg auch im neonatalen Organismus einen relevanten Infiltrations-Mechanis-
mus flur Tregs darstellen kénnte. Eine héhere Expression von LFA-1 auf weiblichen Tregs

war hier mit einer starkeren Infiltrationsneigung assoziiert (Beckmann et al., 2022).
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Zur Untersuchung der funktionellen Rolle der Tregs in der neonatalen HI-induzierten Hirn-
schadigung wurden Tregs Uber Gabe von Diphtherietoxin (DTX) in DEREG-Mausen deple-
tiert (Lahl et al., 2007). Nach erfolgreicher Verifizierung einer effizienten Treg-Depletion mit
30 ng/g Koérpergewicht in beiden Geschlechtern und Validierung des hier verwendeten ex-
perimentellen Designs, das keine langfristigen Autoimmunreaktionen hervorrief, wurde der
Einfluss der Treg-Depletion auf die Hl-induzierte strukturelle und zellulare Gewebescha-
digung analysiert. Sowohl praklinische als auch klinische Analysen lieferten erste Hinweise,
dass das Geschlecht einen wesentlichen Einfluss auf die Schwere der Gehirnschadigung,
Pathomechanismen und Therapieansprechen haben kann (C. A. Hill & Fitch, 2012; Murden
et al,, 2019; Wood et al., 2020). Neben geschlechtsspezifischen Unterschieden in
Apoptose-Mechanismen liefert die Literatur zunehmend Belege fur abweichende neuroin-
flammatorische Reaktionen (Charriaut-Marlangue et al., 2017; Renolleau et al., 2008).
Smith et al. zeigten beispielsweise, dass eine Depletion myeloider Zellen in mannlichen
neugeborenen Mausen zu einer signifikanten Reduktion der ischdmischen Schadigung
fuhrte, wohingegen die Depletion in weiblichen Tieren keinen Effekt hatte (Smith et al.,
2018). Daher lag der Fokus der vorliegenden Arbeit auf einer stratifizierten Analyse nach
Geschlecht. Unabhangig von einer Treg-Depletion zeigten mannliche Jungtiere im Ver-
gleich zu weiblichen eine starkere Schadigung hinsichtlich struktureller und zellularer Ge-
webeschadigung. Diese Beobachtung bestatigt die Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen,
dass das mannliche Geschlecht einen Risikofaktor fur die Entwicklung einer HIE darstellt
und mit einer starkeren Gewebeschadigung nach experimentell induzierter HI assoziiert ist
(Charriaut-Marlangue et al., 2017; C. A. Hill & Fitch, 2012). Interessanterweise hatte die
Depletion von Tregs gegensatzliche Effekte in Mannchen und Weibchen. Wahrend die
DTX-Behandlung in mannlichen Jungtieren in einer signifikanten Verbesserung der Scha-
digung resultierte, fuhrte sie in Weibchen zu einer Exazerbation des Schadens. Der beo-
bachtete geschlechtsspezifische Einfluss von Tregs auf die Gewebeschadigung auf histo-
logischer Ebene wurde in weiterfihrenden Analysen der Arbeitsgruppe auch in Bezug auf
das funktionelle neurologische Outcome nachgewiesen. In mannlichen Tieren flihrte eine
Treg-Depletion zu einer signifikant verbesserten kurz- und langfristigen motor-kognitiven
Funktion, wohingegen im weiblichen Geschlecht ein kontrarer Effekt beobachtet wurde
(Beckmann et al., 2022).

Der gegensatzliche Effekt einer Treg-Depletion auf die strukturelle und zellulare Schadi-
gung stellte sich besonders im Hippocampus dar. Uber die Ursachen des regionsspezi-
fischen Effekts kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden. Der Hippocampus ist die
am starksten geschadigte Region mit der grof3ten Anzahl infiltrierter Tregs, wobei in weibli-

chen Tieren eine erhohte Anzahl im Vergleich zu mannlichen Tieren detektiert wurde, was
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den geschlechtsabhangigen Effekt der Treg-Depletion in dieser Region erklaren kdnnte.
Allerdings war im Hippocampus auch die Schadigung unabhangig vom Geschlecht am
starksten ausgepragt, so dass nicht Tregs allein flr den hier besonders auffallenden ge-
schlechtsspezifischen Unterschied verantwortlich sein missen. Es ist nicht auszuschlie-
Ren, dass andere geschlechtsabhangige Mechanismen fur die unterschiedlich starke Aus-
pragung des Gewebeschaden im mannlichen und weiblichen Geschlecht nach neonataler
Hl-induzierter Hirnschadigung verantwortlich sind. Moglicherweise nehmen Tregs abhangig
vom Schadensausmal} eine abweichende Funktion in der neonatalen HI ein, sodass nicht
das Geschlecht allein, sondern auch die unterschiedlich starke Gewebeschadigung ursach-
lich fir den beobachteten gegensatzlichen Effekt der Treg-Depletion in Weibchen und
Mannchen sein kénnte. Um diesen Zusammenhang zu Uberprifen, sollte die Rolle der
Tregs in unterschiedlichen Schweregraden der Hirnschadigung, zum Beispiel durch Veran-

derung der Hypoxiedauer und —starke, genauer untersucht werden.

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass der Hl-induzierte neuronale Zellverlust mit ei-
ner kompensatorischen Proliferation an Oligodendrozyten in der ipsilateralen Hemisphare
assoziiert ist (Reinboth et al., 2016). Die Analyse von Olig2*-Zellen bestatigte eine gestei-
gerte Oligodendrogenese in der ischamischen Gehirnhélfte, allerdings wurde hier im Ge-
gensatz zu den Analysen der neuronalen Dichte kein eindeutiger Effekt einer Treg-Deple-
tion festgestellt. Dies lasst vermuten, dass Tregs auf zellularer Ebene insbesondere auf den
neuronalen Zelluntergang, unabhangig von Oligodendrozyten, Einfluss nehmen. Dennoch
bleibt zu berucksichtigen, dass sich die hier dargestellten Analysen auf den Pan-Oli-
godendrozytenmarker Olig2 beschrankten und somit keine Aussage Uber den Reifungs-
bzw. den Myelinisierungsgrad zulassen. Dies kdnnte jedoch wichtig sein, da sich das Ge-
hirn noch in der Entwicklung befindet. In einer jingeren Arbeit der Arbeitsgruppe zeigte
sich, dass HI die Reifung der Oligodendrozyten inhibiert, was mit einer reduzierten Myelini-
sierung assoziiert war (Kaminski et al., 2020). In einem Modell zur fokalen Demyelinisierung
in adulten Mausen wurde eine regenerative Funktion von regulatorischen T-Zellen und ein
positiver Einfluss auf Myelinisierungsprozesse nachgewiesen. Sowohl in vivo als auch in
vitro wurde eine signifikante Forderung der Oligodendrozyten-Differenzierung und Axon-
Myelinisierung durch Tregs detektiert, wobei Tregs keinen Einfluss auf die Gesamtzahl an
Oligodendrozyten hatten (Dombrowski et al., 2017). Es bleibt daher in zukunftigen Analysen
zu ermitteln, welchen Einfluss die Tregs auf die Oligodendrozyten-Reifung und Myelinisie-
rungsprozesse in neonataler Gehirnschadigung haben und ob dieser méglicherweise ge-

schlechtsabhangig ist.
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Vor dem Hintergrund der beobachteten divergenten Rolle regulatorischer T-Zellen in der
Vermittlung Hl-induzierter Schadigung wurden mogliche Zielmechanismen der Tregs ge-
nauer untersucht. Die Aktivierung residenter Mikrogliazellen ist ein wichtiger Bestandteil der
lokalen inflammatorischen Reaktion nach HI (Hagberg et al., 2015). In anderen neuroin-
flammatorischen Erkrankungen wie beispielsweise der ALS (Amyotrophe Lateralsklerose)
wurde gezeigt, dass Tregs Uber eine Interaktion mit Mikrogliazellen neuroprotektiv wirken
(Zhao et al., 2012). In Einklang mit publizierten Studien im Modell der neonatalen HIE wurde
in der vorliegenden Arbeit bestatigt, dass mannliche Tiere eine starkere Mikrogliaaktivie-
rung aufweisen als weibliche Jungtiere (Mirza et al., 2015; Villapol et al., 2019). Interes-
santerweise bewirkte die Depletion von Tregs in weiblichen Tieren eine signifikant starkere
Iba-1-Expression im Vergleich zu Kontrolltieren, wahrend die ohnehin erhéhte Mikrogliaak-
tivierung in mannlichen Jungtieren durch eine Treg-Depletion nicht verandert war. Die be-
obachtete Inhibition von Mikroglia durch weibliche Tregs konnte erklaren, dass die Deple-
tion von Tregs im weiblichen Geschlecht zu einer Exazerbation des Schadens flhrt. Den-
noch bleibt zu berticksichtigen, dass Iba-1 keine Beurteilung beziglich der Mikroglia-Pola-
risierung zulasst. Mikrogliazellen kénnen abhangig vom inflammatorischen Milieu unter-
schiedliche Phanotypen annehmen, einen pro-inflammatorischen M1-Phanotypen mit neu-
rodegenerativen Eigenschaften oder einen anti-inflammatorischen neuroprotektiven M2-
Phanotypen (Ma et al., 2017; Tang & Le, 2016). Dies ist fur die neonatale Hirnschadigung
insofern wichtig, als dass es Hinweise auf eine geschlechtsabhangige Mikroglia-Polarisie-
rung in der neonatalen ischamischen Hirnschadigung gibt, mit Uberwiegend pro-inflamma-
torischem Profil in mannlichen Jungtieren (Al Mamun et al., 2018; Villapol et al., 2019). Das
Uberwiegen des pro-inflammatorischen Mikrogliaphanotypen in mannlichen Jungtieren im
Vergleich zu Weibchen war zudem mit einem gréReren Gehirnschaden in mannlichen Mau-
sen assoziiert (Al Mamun et al., 2018; Villapol et al., 2019). Wenngleich Folgeanalysen zum
Mikroglia-phanotyp im hier untersuchten experimentellen Setting notwendig sind, so legen
diese publizierten Erkenntnisse nahe, dass die beobachteten neuroprotektiven Effekte
weiblicher Tregs mdglicherweise auf eine Modulation des Mikrogliaphanotyps zurtickzufth-
ren sind. In weiteren Analysen bliebe jedoch auch zu analysieren, Uber welchen genauen
Mechanismus weibliche Tregs die beobachtete Suppression der Mikrogliaaktivierung aus-
uben. Analysen aus anderen Krankheitsmodellen wie z.B. Tiermodellen zur Frihgebore-
nen-Retinopathie und zur ALS belegen, dass eine Interaktion Uber direkten Zellkontakt von
Tregs und Mikroglia stattfindet oder Tregs die Polarisierung indirekt tGber die Sekretion anti-
inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und IL-4 beeinflussen kénnen (Deliyanti et al., 2017;
Zhao et al., 2012). Um diese mdglichen Interaktionsmechanismen fur das hier untersuchte

Krankheitsmodell zu untersuchen, wiirden sich beispielswiese in vitro Ko-Kultur-Versuche
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mit Mikrogliazellen und Tregs eignen, die einer Sauerstoff-Glukose-Deprivation (oxygen
glucose deprivation) ausgesetzt werden. Dariuber hinaus kénnten sowohl in vivo als auch
in vitro Versuche mit gezielter Blockade einzelner potenzieller molekularer Mediatoren, bei-
spielsweise durch Gabe eines anti-IL-10-Antikorpers, Aufschluss Uber die unterschiedli-

chen Wirkmechanismen mannlicher und weiblicher Tregs in der neonatalen HI geben.

Im Rahmen der akuten lokalen inflammatorischen Reaktion auf ein hypoxisch-ischami-
sches Ereignis werden neben Mikroglia auch Astrozyten aktiviert, was sich in einer erhdhten
GFAP-Expression aufert (Kaminski et al., 2020; Reinboth et al., 2016), wobei die Aktivie-
rung von Astrozyten unter ischamischen Bedingungen sowohl protektive als auch neuroto-
xische Effekte haben kann (Liddelow & Barres, 2017; Liu & McCullough, 2013). Im Gegen-
satz zur Analyse des neuronalen Zellverlustes und der Mikrogliaaktivierung war das Aus-
mal} der Astrogliose bei Mannchen und Weibchen zum hier untersuchten Zeitpunkt ahnlich
grof3. Darlber hinaus resultierte die Treg-Depletion in beiden Geschlechtern in einer signi-
fikanten Erhdhung der GFAP-Expression. Diese Beobachtung deutet auf eine Suppression
der reaktiven Astrogliose durch Tregs hin, was im Einklang mit veréffentlichten Ergebnissen
aus der adulten Schlaganfallforschungist (Ito et al., 2019). Ito et al. zeigten, dass Astrozyten
in Abwesenheit von Tregs vermehrt neurotoxische Marker exprimierten, wohingegen die
Expression von neuroprotektiven Markern unverandert war (Ito et al., 2019). Jedoch wurden
in dieser Arbeit nur mannliche Tiere untersucht und der Zeitpunkt der Depletion war deutlich
spater (Ito et al., 2019). Daher kann in der hier vorliegenden Arbeit nicht abschlieRend be-
urteilt werden, inwiefern die beobachtete Inhibition der Astrozyten mit einer Auspragung
des neonatalen Gehirnschadens assoziiert ist. Vor dem Hintergrund, dass in der vorliegen-
den Arbeit mit neonatalen Jungtieren in beiden Geschlechtern eine ahnliche Regulation
beobachtet wurde, kann dariber hinaus angenommen werden, dass die beobachteten ge-
schlechtsabhangigen Unterschiede hinsichtlich neuronaler Schadigung nicht durch Astro-
zyten zu erklaren sind. Es bleibt jedoch zu berilicksichtigen, dass eine Analyse der GFAP-
Expression lediglich Auskunft Gber die allgemeine Astrozytenaktivierung liefert und keine
Unterscheidung zwischen neurotoxischen und -protektiven Astrozyten erlaubt. In zukunfti-
gen Analysen sollte untersucht werden, ob Tregs, moglicherweise geschlechtsabhangig,

Einfluss auf die Funktion und den Phanotypen von Astrozyten haben (Liddelow et al., 2017).

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil der Gewebeschadigung nach Hl ist die Degradation
der Bluthirnschranke, die sich unter anderem durch eine Abldsung der sonst dicht anliegen-
den Basalmembran duf3ert (Mulling et al., 2021). Die hier vorliegenden Ergebnisse zur Ge-
faRintegritéat und der Beschaffenheit der Basalmembran als wichtiger Bestandteil der Blut-

hirnschranke zeigten, dass die Hl-induzierte Abldsung der vaskuldren Basalmembran in
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mannlichen Kontrolltieren starker ausgepragt war als in weiblichen PBS-behandelten Tie-
ren. Interessanterweise zeigte eine Treg-Depletion eine dhnliche Wirkung auf die Gefalin-
tegritat wie auf die strukturelle und zellulare Gewebeschadigung: Wahrend in weiblichen
Tieren ohne Tregs eine starkere Degradation der Basalmembran beobachtet wurde, flihrte
die Depletion bei Mannchen zu einer Protektion der vaskularen Schadigung. Diese Be-
obachtung deutet darauf hin, dass mannliche Tregs einen schadigenden Effekt auf die In-
tegritat der Bluthirnschranke haben. Dies kdnnte sowohl zu der insgesamt starkeren Scha-
digung im mannlichen Geschlecht beitragen als auch erklaren, warum eine Treg-Depletion
in mannlichen Jungtieren einen neuroprotektiven Effekt hat. Uber welchen Mechanismus
mannliche Tregs ihre schadigende Wirkung auf die vaskulare Basalmembran auswirken,
ist bislang nicht geklart und sollte zukunftig analysiert werden. Weiterfihrende immunhisto-
chemische Analysen der Arbeitsgruppe zeigten, dass die starkere Schadigung der neuro-
vaskularen Einheit in mannlichen Tieren mit einer vorwiegend intra- bzw. perivaskularen
Lokalisation der Tregs assoziiert war. Im Gegensatz dazu wurde in weiblichen Tieren die
Mehrheit an Zellen extravaskular detektiert (Beckmann et al., 2022). Kleinschnitz et al. ha-
ben im Modell des adulten Schlaganfalls, in dem ausschlieBlich mannliche Versuchstiere
verwendet wurden, nachgewiesen, dass Tregs eine mikrovaskulare Dysfunktion und die
Formation von Mikrothromben fordern, was die Reperfusion nach Ischamie erschwert
(Kleinschnitz et al., 2013). Uber Induktion der sogenannten Thromboinflammation scheinen
Tregs somit unabhangig von ihrer immunologischen Funktion eine Exazerbation des Ge-
hirnschadens herbeizufiihren (Kleinschnitz et al., 2013). Angelehnt an diese Studie konnte
moglicherweise eine Interaktion von Tregs mit Blutplattchen Gber einen CD40/CD40L ver-
mittelten Signalweg in mannlichen Jungtieren die Ausbildung von Thromben und konsekutiv
eine gesteigerte inflammatorische Reaktion induzieren, die zur Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezies und Matrix-Metalloproteinasen und somit zur Degradation der Basalla-
mina fuhrt (De Meyer et al., 2016; Lakhan et al., 2013; Thomsen et al., 2017). Bislang
konnte diesbezuglich fur die neonatale HI noch kein zu Grunde liegender Mechanismus
identifiziert werden. 24 Stunden nach HI wurde kein Unterschied in der Ansammlung in-
travaskularer Plattchen sowie der von-Willebrand-Faktor-Aktivitat als moégliche Marker einer
Thromboinflammation festgestellt (Beckmann et al., 2022). Daher sind weiterfihrende Ana-
lysen notwendig, die ein groReres Spektrum von Molekulen, die an der komplexen Kaskade

der Thromboinflammation beteiligt sind, miteinschlielRen.

Die beobachteten protektiven Effekte von Tregs in weiblichen Tieren und degenerativen
Effekte in mannlichen Tieren kénnten mdglicherweise auf eine unterschiedlich hohe Infilt-
rationsneigung der Tregs, eine unterschiedlich starke Depletionseffizienz oder eine unter-

schiedliche suppressive Aktivitat zurtickzufihren sein. Unter der Bertcksichtigung, dass
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das Foxp3-Gen x-chromosomal lokalisiert ist, konnte eine DTX-Applikation bei Mannchen
und Weibchen zu einer unterschiedlich starken Depletion an Tregs und somit zu abwei-
chenden Ergebnissen in der Analyse der Schadensauspragung gefuhrt haben. Durch-
flusszytometrische Analysen der Treg-Anzahl zeigten jedoch in beiden Geschlechtern eine
ahnliche Reduktion der Zellzahl, sodass eine abweichende Depletionseffizienz als Ursache
ausgeschlossen werden konnte. Durchflusszytometrische und immunhistochemische Ana-
lysen der vorliegenden Arbeit ergaben jedoch eine deutlich héhere Treg-Infiltration in das
geschadigte Hirngewebe weiblicher Jungtiere im Vergleich zu Mannchen. Die offenbar star-
kere Migrationsfahigkeit weiblicher Tregs war mit einer héheren Expression von LFA-1 so-
wie CCR4 und CXCR4 assoziiert (Beckmann et al., 2022). Dennoch erklart die geringere
Menge an Tregs in HI-geschadigtem Hirngewebe mannlicher Jungtiere nicht, warum eine
Depletion dieser Zellen neuroprotektiv wirkt. Vielmehr deutet dies auf intrinsische Unter-
schiede in der Funktionalitat der Tregs hin. In T-Zell-Effektor-Suppressionsassays zeigte
sich, dass weibliche Tregs eine starkere suppressive Funktion als mannliche Tregs aufwei-
sen. Die erhdhte suppressive Funktion lasst eine generell starkere anti-inflammatorische
Wirkung weiblicher Tregs vermuten. Dies wird auch durch die bereits diskutierten unter-

schiedlichen Effekte einer Treg-Depletion auf die Mikrogliaaktivierung unterstutzt.

Die immunsuppressive und neuroprotektive Wirkung von Tregs wird im erwachsenen Orga-
nismus oft mit unterschiedlichen Spiegeln des weiblichen Geschlechtshormons Estradiol in
Verbindung gebracht. In klinischen Studien zum adulten Schlaganfall wurde eine neuropro-
tektive Wirkung dieses Hormons mit einer geringeren Schlaganfall-Inzidenz bei pra-
menopausalen Frauen assoziiert (McCullough & Hurn, 2003). Darlber hinaus wurde ge-
zeigt, dass Estradiol nachweislich die Proliferation und suppressive Aktivitat von Tregs for-
dert (Polanczyk et al., 2004; Prieto & Rosenstein, 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde
mit neonatalen Tieren gearbeitet, was eher gegen Estradiol-abhangige Mechanismen
spricht (C. A. Hill & Fitch, 2012; Klein & Flanagan, 2016). Dies wird durch die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit unterstiitzt, da im Einklang mit friiheren experimentellen Studien
(Mirza et al., 2015) keine Unterschiede im Estradiolspiegel zwischen weiblichen und mann-
lichen Jungtieren beobachtet wurden. Dies deutet auf intrinsische Unterschiede hin, die
evtl. auch genetische Faktoren beinhalten kdnnten (Klein & Flanagan, 2016). Erste explo-
rative mRNA-Expressions-Analysen der Arbeitsgruppe unterstiitzen diese Hypothese. Flr
weibliche Tregs wurde verglichen zu mannlichen eine ausgepragte Genanreicherung fur
die mTORC1- und Myc-Signalwege sowie den Signalweg der oxidativen Phosphorylierung
detektiert (Beckmann et al., 2022). Das ist insofern interessant, als dass diese Signalwege
kirzlich mit einer erhéhten funktionellen Treg-Aktivitdt in Verbindung gebracht wurden

(Chapman et al., 2018; Saravia et al., 2020). Bei allen dargestellten Analysen zur Treg-
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Funktionalitat und -Tranksriptionsaktivitat bleibt zu bertcksichtigen, dass sie sich bislang
auf Tregs aus peripheren Organen (Milz und Thymus) beschrankten. Moglicherweise be-
sitzen Tregs im HI-geschadigten Hirngewebe andere inhibitorische Eigenschaften bzw. Ef-
fektormechanismen. Suppressionsassays und Transkriptionsanalysen mit aus dem ZNS
gewonnenen Tregs konnten in zukinftigen Analysen somit zu einem besseren Verstandnis
beitragen. Die Gewinnung einer ausreichenden Menge an Tregs auf Grund der insgesamt
geringen Anzahl im Gehirn ist jedoch herausfordernd, wie in der Arbeit von Ito et al. ersicht-
lich wird, in der Tregs aus insgesamt 60 Mausegehirnen fiir eine Mikroarray-Analyse isoliert

und vereint werden mussten (Ito et al., 2019).

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf der Auswirkung einer akuten Treg-Depletion.
In Anbetracht der in dieser Arbeit gezeigten biphasischen Infiltration ware es in Zukunft
jedoch auch von besonderem Interesse, den Einfluss der sekundaren Infiltration in Hinblick
auf Regenerations- und Reparaturmechanismen zu untersuchen. Die in dieser Arbeit erho-
benen Ergebnisse verdeutlichen sehr klar, dass stratifizierten Analysen nach Geschlecht in
neonataler hypoxisch-ischamischer Hirnschadigung essenziell sind. Zudem konnte die Ar-
beit neue Forschungsansatze fir den adulten Schlaganfall liefern, bei dem die Rolle weib-
licher Tregs bislang kaum untersucht wurde. Dartber hinaus ergaben sich wichtige Erkennt-
nisse fur die mogliche Entwicklung geschlechtsabhangiger Therapieansatze. Aufbauend
auf den Ergebnissen dieser Arbeit konnte eine Steigerung der Zellzahl neuroprotektiver
Tregs im weiblichen Geschlecht einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf haben.
Eine mdgliche Strategie ware z.B. eine in vitro Expansion von allogenen Tregs mittels anti-
CD28 und anti-CD3 Antikérpern und anschlieRender Infusion der Zellen (Ferreira et al.,
2019). Alternativ kénnten Tregs mdglicherweise in vivo Uber einen anti-CD28 Antikorper
(Na et al., 2015) oder einen Anti-IL2/IL2-Antikbrperkomplex (Zhang et al., 2018) stimuliert
werden. Fur mannliche Tregs wurde ein schadlicher Einfluss auf die Bluthirnschranke und
den Gewebeschaden identifiziert, der moglicherweise unabhangig von ihren immunologi-
schen Funktionen ist. Nach einer genaueren Charakterisierung der Schadigungsmechanis-
men konnte z.B. eine gezielte Blockade der Interaktion von Tregs mit Endothelzellen bzw.
Blutplatichen einen protektiven Ansatz darstellen. Bei sédmtlichen Interventionen ist jedoch
zu berucksichtigen, dass eine Modulation von regulatorischen T-Zellen im neonatalen Orga-
nismus und ein damit verbundener Eingriff in das unreife Immunsystem auch mit Risiken
wie beispielsweise einer erhdhten Infektanfalligkeit assoziiert sein kénnte. Weitere grund-
lagenwissenschaftliche Analysen kombiniert mit stratifizierten klinischen Studien sind daher
essenziell, um neugeborenen Kindern mit HIE und ihren Familien méglichst frihzeitig eine

bessere Option fur die Behandlung und die neurologische Entwicklung der Kinder zu liefern.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die hypoxisch-ischamische Enzephalopathie (HIE) ist eine der haufigsten Ursachen fir
Mortalitat und Langzeitmorbiditat des Neugeborenen. Derzeit empfohlene Therapien sind
in ihrer Anwendbarkeit und Wirksamkeit begrenzt, sodass die Erforschung der Pathophysi-
ologie essenziell ist, um neue Therapieansatze zu entwickeln. Ein zentraler Bestandteil der
durch Hypoxie-lschamie (HI) verursachten Hirnschadigung ist die Aktivierung residenter
Immunzellen und Infiltration peripherer Immunzellen in das geschadigte Gewebe. Regula-
torische T-Zellen (Tregs), deren Rolle in der HI-Pathophysiologie bislang unbekannt war,
koénnten auf Grund ihrer zuvor in anderen Krankheitsmodellen beschriebenen immunsupp-
ressiven und neuroprotektiven Wirksamkeit ein relevanter Einflussfaktor in der HI-vermittel-
ten Hirnschadigung sein. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle von Tregs im Mausmo-
dell in der akuten Phase nach HI zu analysieren. Dazu wurde das DEREG (Depletion of
regulatory t-cells)-Mausmodell verwendet, das eine Detektion von Tregs sowie eine spezi-
fische Depletion der Zellen ermdglicht. In Hinblick auf kirzlich belegte geschlechtsspezifi-
sche Unterschiede in der HI-Pathophysiologie und Schadensauspragung erfolgten die Ana-
lysen nach Geschlecht stratifiziert. Inmunhistochemische Analysen ergaben eine biphasi-
sche Infiltration von Tregs nach HI, insbesondere in stark geschadigte Regionen des Ge-
hirns, wobei eine starkere Infiltrationsneigung fiir weibliche Tregs beobachtet wurde. Ana-
lysen zum strukturellen und zellularen Gewebeschaden bestatigten eine bereits vorbe-
schriebene, starkere Schadensauspragung im mannlichen Geschlecht. Die Depletion von
Tregs hatte interessanterweise geschlechtsabhangige Effekte: Wahrend in weiblichen
Jungtieren eine starkere Schadigung in Abwesenheit von Tregs beobachtet wurde, hatte
die Treg-Depletion in mannlichen Jungtieren einen protektiven Effekt. Somit wirken Tregs
von weiblichen Jungtieren offenbar neuroprotektiv, wahrend mannliche Tregs die sekun-
dare Neurodegeneration verstarken. Das Geschlechtshormon Estradiol scheint in diesem
Alter nicht ursachlich fir den beobachteten sexuellen Dimorphismus zu sein. Als ein mog-
licher Mechanismus wurde jedoch fir weibliche Tregs eine starkere suppressive Aktivitat
identifiziert, die mit einer Inhibition der Mikrogliaaktivierung nach HI assoziiert war. Hinge-
gen deutete eine geringere Gefalischadigung bei Treg-depletierten mannlichen Tieren da-
rauf hin, dass mannliche Tregs durch Interaktion mit dem GefalRsystem eine Schadigung
der neurovaskularen Einheit hervorrufen und dariber schadigend wirken. Die in dieser Ar-
beit belegte divergierende Beteiligung von Tregs in der Hl-induzierten Hirnschadigung
kdnnte eine wesentliche Erklarung fur beschriebene Geschlechtsunterschiede in der Aus-
pragung der HIE sein und moglicherweise einen Angriffspunkt fir die Entwicklung neuer
geschlechtsabhangiger Therapieansatze darstellen.
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