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1 EINLEITUNG

1.1 Klinischer Hintergrund der hypoxisch-ischamischen Enzephalopathie

Die neonatale hypoxisch-ischamische Hirnschadigung, verursacht durch eine Asphyxie, ist
mit ein bis drei Fallen von 1000 Lebendgeburten in Industrieldndern und bis zu 26 von 1000
Lebendgeburten in Entwicklungslandern eine der haufigsten Ursachen fur Morbiditat und
Mortalitat bei reifen Neugeborenen (Hagberg et al., 2015; Rocha-Ferreira et al., 2016). Bei
der neonatalen Asphyxie handelt es sich um einen Zustand eines gestdrten plazentaren
oder pulmonalen Gasaustausches in Kombination mit der Entstehung einer kombinierten
Azidose. Eine Asphyxie ist weltweit fir 23% der Sterbefalle bei Neonaten verantwortlich
(Bartmann et al., 2018; Jorch et al., 2010; Lawn et al., 2005; van Handel et al., 2007).

Bei reifen Kindern ist eine hypoxisch-ischamische Enzephalopathie (HIE) in 90% der Falle
durch zeitlich pra- oder peripartale Ereignisse begrindet (Maier et al., 2011). Zu den
Ursachen des peripartalen Sauerstoffmangels gehéren unter anderem eine Uterusruptur,
eine vorzeitige Plazentaldésung, sowie ein Nabelschnurvorfall (Bartmann et al., 2018).

Die HIE fuhrt zu unterschiedlichen Lé&sionen, die mit charakteristischen transient oder
lebenslang bestehenden motorischen, neurologischen und psychologischen Spatfolgen
assoziiert sind (Edwards et al., 2010; Ferriero, 2004; Graham et al., 2008; Maier et al.,
2011). Dies ist abhangig vom Gestationsalter und somit dem Entwicklungsstand des
Gehirns, dem Schweregrad und der Dauer der Schadigung. Dabei wird beschrieben, dass
bei reifen Neugeborenen vor allem der sensomotorische Cortex, die Basalganglien, der
Thalamus und der Hirnstamm betroffen sind (Maier et al., 2011; Rocha-Ferreira et al.,
2016). Die Langzeitprognose nach HIE ist nur eingeschrankt abschatzbar. Entscheidend
erscheint vor allem die Schwere der Schadigung. Bei einer milden HIE kann mit einer
normalen Entwicklung gerechnet werden (Maier et al., 2011; Sarnat et al., 1976; van Handel
et al., 2010). Bei einer mafRigen HIE werden haufig kognitive Stérungen und
Verhaltensauffalligkeiten beobachtet und die Rate an korperlichen Behinderungen und
Versterben wird mit 5 - 15% angegeben. Eine schwere HIE fuhrt bei 50% bis 100% der
Kinder zum Tod oder bei Uberlebenden zu einem friihem Versterben im Verlauf oder
schweren Einschrankungen, wie z.B. einer Zerebralparese, einer mentalen Retardierung
und einer Epilepsie (Maier et al., 2011; Pin et al., 2009; van Handel et al., 2007, 2010). Die
meisten  Langzeitdaten stammen hierbei allerdings aus Zeiten vor der
Hypothermiebehandlung (Maier et al., 2011), der derzeit einzigen zur Verfigung stehenden
Therapieoption. Sie muss flr einen Therapieerfolg innerhalb von sechs Stunden nach der

Geburt eingeleitet werden. Die Kinder werden unter engmaschiger klinischer Beobachtung



fur 72 Stunden auf eine Zieltemperatur von 33-34 °C heruntergekihlt. Zahlreiche klinische
Studien belegten eine signifikante Reduktion der Mortalitdt und schweren Behinderung.
Allerdings liegt die Zahl der Kinder, die behandelt werden mussen, damit ein Kind von der
Therapie profitiert (number needed to treat), derzeit immer noch bei sechs bis sieben
(Azzopardi et al., 2014; Jacobs et al., 2013; Maier et al., 2011; Wyllie et al., 2015). Daher
stellt die Entwicklung méglicher neuer Therapiestrategien einen wesentlichen Schwerpunkt
der aktuellen Forschung dar. Hierzu ist jedoch ein besseres Verstandnis der
Pathophysiologie der hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung von grundlegender

Bedeutung.
1.2 Pathophysiologie der durch Hypoxie-lschamie (HI) hervorgerufenen Hirnschadigung

Das unreife Gehirn ist anfalliger flr aullere Reize als das adulte Gehirn. Ein hypoxisch-
ischamisches Ereignis kann durch eine Veranderung der Neurotransmission, der zellularen
SignalUbertragung, der neuronalen Konnektivitat und Funktion, falsch abzielender
Innervation und Unterbrechung der Apoptose im Rahmen der Hirnentwicklung einen
negativen Einfluss auf die physiologische Hirnentwicklung nehmen (Rocha-Ferreira et al.,
2016).

Der Prozess der neonatalen Hirnschadigung infolge einer HI zeigt einen mehrphasigen
Verlauf, beginnend mit einer primaren Phase unmittelbar wahrend des Vorfalls, gefolgt von
einer Latenzphase nach erfolgter Reperfusion. Daran schlief3t sich die sekundare Phase
mit erneutem Energieversagen und eine tertidre Phase an (Davidson et al., 2015; Gunn et
al., 2019; Yildiz et al., 2017). In der akuten Phase unmittelbar wahrend und kurz nach dem
Insult fihrt der Mangel an Sauerstoff und Substraten, wie z.B. Glukose, rasch zum
Versagen des oxidativen Stoffwechsels der Neurone und konsekutiv zur Stérung der
intrazellularen Homdostase (Greco et al., 2020; Gunn et al., 2019; Rocha-Ferreira et al.,
2016). So versagt z.B. die Na*/K*-Pumpe, was zur Depolarisation der Neurone und damit
zum Calcium- und Natriumeinstrom fihrt. Der daraus resultierende veranderte osmotische
und elektrochemische Gradient Uber der Plasmamembran fihrt zu einem weiteren
Kationen- und Wassereinstrom und dariiber zur Zellschwellung in Form eines zytotoxischen
Odems (Greco et al., 2020; Rothman et al., 1995; Wassink et al., 2014). Zudem kommt es
zu einer Akkumulation von exzitatorischen Aminosauren wie z.B. Glutamat, welches tber
Bindung an N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren zu einem weiter steigenden
intrazellularen Calciumgehalt fuhrt. Infolgedessen kommt es zu einer Aktivierung von
Lipasen, Proteasen, Endonukleasen und der Bildung von freien Sauerstoffradikalen, die
zusammen zum primaren Zelluntergang und zur Degradation der Blut-Hirnschranke flhren
(Greco et al., 2020; Gunn et al., 2019; Rothman et al., 1995). Auf die akute Phase folgt die



Reperfusion und Reoxygenierung in der Latenzphase, die bis zu 15 Stunden andauert. Die
Wiederherstellung der Sauerstoff- und Substratversorgung flhrt zu einer Normalisierung
des zellularen Energiestoffwechsels und voribergehender Regeneration des Gewebes
(Greco et al., 2020; Gunn et al., 2019; Thornton et al., 2012). Parallel kommt es jedoch
unter anderem Uber eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und folgender
Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen zur Einleitung des programmierten Zelltods
(Drury et al., 2014). Diese Phase des sekundaren Energieversagens kann mehrere Tage
andauern (Gunn et al., 2019). Als Folge der Schadigungen der ersten Phasen tritt ca. ab
dem dritten Tag nach HI die tertiare Phase ein, welche Wochen bis Monate und sogar Jahre
anhalten kann (Gunn et al., 2019; Hagberg et al., 2015). In dieser Phase werden vor allem
strukturelle und funktionelle Reparatur- und Reorganisationsvorgange initiiert, die mit
sekundaren inflammatorischen Prozessen und einem verzégertem Zelltod Uberlappen
(Gunn et al., 2019; Yildiz et al., 2017).

Charakteristisch fur alle Phasen sind Entziindungsreaktionen, die entscheidend zur
Entwicklung der Hl-induzierten Hirnschadigung beitragen (Greco et al., 2020; Hagberg et
al., 2015; Rocha-Ferreira et al., 2016). Es kommt zu einer Kombination aus pro-
inflammatorischen und anti-inflammatorischen Prozessen, die sowohl Einfluss auf die akute
Schadigung, als auch auf deren langfristigen Verlauf und endogen -einsetzende
Regenerationsprozesse haben (McAdams et al., 2012). Akute Entziindungsreaktionen
treten im unreifen Gehirn innerhalb von Minuten nach HI auf (Greco et al., 2020). Zunachst
kommt es zur Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia, welche pro-inflammatorische
Zytokine (u.a. IL-1B, TNFa) und Mediatoren (z.B. reaktive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS); Stickstoffmonoxid (NO)) freisetzen. Darliber hinaus kommt es zu
einer Aktivierung von Endothelzellen, die es Zellen des peripheren Immunsystems
ermaoglichen, Uber die Blut-Hirn-Schranke in das geschadigte Gewebe zu gelangen (Greco
et al., 2020; Liu et al., 2013).

1.3 Die Rolle peripherer Immunzellen in der neonatalen HI

Die neonatale HI flhrt zu einer mitunter langanhaltenden Infiltration verschiedener
Immunzellen (Herz et al., 2022). Die Migration der Zellen wird einerseits Uber die
Schadigung der Blut-Hirn-Schranke begunstigt (Alvarez-Diaz et al., 2007). Andererseits
fuhrt die Aktivierung von Endothelzellen zu einer erhdhten Expression von P- und E-
Selektinen, die eine reversible Adhasion der Zellen an das Endothel erméglichen. Dadurch
werden die Leukozyten im Blut in ihrem Fluss verlangsamt und kénnen mit Chemokinen,
die durch Endothelzellen prasentiert werden, interagieren. Die Bindung von Chemokinen

an ihre entsprechenden Rezeptoren fiihrt zu einer erhéhten Affinitat und Aviditat von auf

10



Leukozyten exprimierten Integrinen. Dazu zahlen u.a. das lymphocyte function-associated
antigen 1 (LFA-1) oder das very late antigen 1 (VLA-1), die als Liganden fir die
Adhasionsmolekiile intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1), die infolge der Ischamie auf Endothelzellen hochreguliert werden,
fungieren. Diese feste Bindung fuhrt zu einer Konformationsanderung der Leukozyten, die
ihnen schlussendlich den Ubertritt Giber Endothelzellen transzelluldr oder parazellular
ermdglicht. Im perivaskularen Raum gelangen sie Uber weitere chemotaktische Signale
glialer Zellen und durch die eigene Produktion proteolytischer Enzyme weiter in das ZNS-
Parenchym zum Ort der Schadigung (Murphy et al., 2018).

Zu den infiltrierenden Leukozyten gehdren in der friihen Phase vor allem myeloide Zellen,
wie z.B. neutrophile Granulozyten und Makrophagen/Monozyten, wobei letztere einen
kleineren Anteil ausmachen (Herz et al., 2022; Palmer et al., 2004; Smith et al., 2018).
Neben der Anzahl infiltrierender myeloider Zellen, sind insbesondere der Phanotyp und der
Aktivierungsstatus der Zellen entscheidend, da fur sie funktionelle Unterschiede
beschrieben wurden. Diese beruhen auf dem gleichzeitigen Vorliegen klassisch aktivierter
pro-inflammatorischer M1-Zellen und alternativ aktivierter anti-inflammatorischer M2-
Zellen. Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass M1-Zellen zu einer Exazerbation
der Entzindung und Gewebeschadigung fihren, wahrend Makrophagen des
neuroregenerativen M2-Phanotyps protektiv wirken und die Regeneration fordern (Hu et
al., 2015). Arbeiten der eigenen und anderer Arbeitsgruppen belegten im Mausmodell, dass
eine Hypoxie-Ischamie zu einer zeitabhangigen Modulation der Expression von typischen
M1- und M2-Markern im verletzen Gehirn fuhrt (Hellstrém Erkenstam et al., 2016; Kaminski
et al., 2020; Seitz et al., 2021).

Uber die funktionelle Rolle infiltrierender peripherer Immunzellen in der Auspragung der
neonatalen HI-induzierten Hirnschadigung ist bislang wenig bekannt. Eine operative
Entfernung der Milz, dem gréRten Reservoir an peripheren Immunzellen, drei Tage vor
Induktion der HI in sieben Tage alten Ratten resultierte in signifikant reduzierten Infarkt-
Volumina 72 Stunden nach dem Insult und einer verbesserten neurologischen Funktion
nach drei Wochen (Fathali et al., 2013). Diese Ergebnisse deuten auf einen
neurodegenerativen Einfluss peripherer Immunzellen nach HI hin, wobei in diesem
Experimentalansatz nicht zwischen verschiedenen Immunzellsubtypen differenziert wurde.
Spezifischere Untersuchungen mit Fokus auf Lymphozyten zeigten, dass die Behandlung
mit der immunmodulatorischen Substanz Fingolimod in neun Tage alten Mausen zu einer
selektiven Reduktion zirkulierender T-Zellen fuhrte. Dies war mit einer verstarkten
Schadensauspragung und erhdhten Infarktvolumina eine Woche nach HI assoziiert (Herz
et al., 2018a). Wenngleich, diese Untersuchungen auf eine direkte neuroprotektive Wirkung

von T-Zellen hindeuten, zeigte sich auch, dass die erhdhte Gewebeschadigung vor allem
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mit einer erhéhten Akkumulation von neutrophilen Granulozyten assoziiert war, sodass die
erhohte Schadigung infolge einer Fingolimod—Applikation auch auf eine erhdhte
Neutrophilen-Infiltration  zurlickzufihren sein koénnte. Wenngleich Fingolimod als
Therapieansatz fur die HIE ausfiel, so ergab sich aus diesen Untersuchungen ganz generell
die Frage zur Rolle Neutrophiler in der neonatalen hypoxisch-ischamischen

Hirnschadigung.
1.4 Die Rolle neutrophiler Granulozyten in der ischamischen Hirnschadigung

Neutrophile Granulozyten gehéren zum angeborenen Immunsystem (Lullmann-Rauch et
al., 2019; Murphy et al., 2018). Sie dienen einer schnellen Abwehr von pathogenen
Mikroben, u.a. Uber Phagozytose der Erreger mit anschlieRender Vernichtung durch
Enzyme und bakterizide Stoffe und Ausbildung feiner Netzstrukturen, sogenannter NETs
(Neutrophil Extracellular Traps) (Lullmann-Rauch et al., 2019; Murphy et al., 2018).
Neutrophile spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der Beseitigung von Zellbestandteilen
im Bereich von Nekroseherden, beispielsweise in der ischamischen Hirnschadigung
(Lallmann-Rauch et al., 2019). lhre Aktivierung erfolgt unter anderem durch Zytokine wie
TNFo und IL-1B, die von Makrophagen und Mikroglia sezerniert werden, woraufhin sie
innerhalb von Minuten an den Ort der Schadigung gelangen. Neutrophile sind kurzlebig und
befinden sich normalerweise fir max. einen Tag im Blut. Danach wandern sie in das
Interstitium, wo sie noch eine Lebensdauer von ca. ein bis zwei Tagen haben (Lullmann-
Rauch et al., 2019; Murphy et al., 2018). Im Falle eines erhdhten Bedarfs knnen weitere
Neutrophile aus vorliegenden Reserven mobilisiert werden. Zum einen lagern einige
Neutrophile an den Endothelien grofter Venen haftend, wodurch ihnen ein schneller Zutritt
zur Blutstrombahn maéglich ist. Zum anderen liegen im Knochenmark Reserven von fast
reifen Stabkernigen, sowie reifen Neutrophilen vor. Wenn die so zu mobilisierenden
Reserven nicht ausreichen, kommt es zu einer gesteigerten Neubildung neutrophiler
Granulozyten im Knochenmark, was vier bis sechs Tage beansprucht (LUllmann-Rauch et
al., 2019; Summers et al., 2010).

Wahrend im erwachsenen Schlaganfallmodell von einer schnellen Infiltration der
Neutrophilen in das ischamische Gehirn ausgegangen wird, die bereits einige Stunden nach
HI beginnt und ein bis drei Tage nach dem auslésenden Ereignis ihr Maximum erreicht (Cai
etal., 2020), widersprechen sich bisherige Studien zur neonatalen Hypoxie-Ischamie. Smith
et al. zeigten, dass es nach HI zu einer biphasischen Infiltration myeloider Zellen 24
Stunden sowie sieben Tage nach HI kommt. In dieser Arbeit wurde allerdings nur der
prozentuale Anteil von Gr-1 positiven Zellen an allen CD11b positiven Zellen bestimmt,

wobei keine absoluten Zellzahlen angegeben werden (Smith et al., 2018). Dies ist insofern
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wichtig, als dass CD11b auch auf den lokalen Immunzellen des ZNS, den Mikrogliazellen
exprimiert wird. Dartber hinaus wird Gr-1 auch auf peripheren Makrophagen und
Monozyten exprimiert (Hopperton et al., 2018; Yang et al., 2017). Im Gegensatz zu Smith
et al. kamen andere Autoren zu dem Schluss, dass Neutrophile nicht in das geschadigte
Hirnparenchym infiltrieren und demnach nur eine untergeordnete Rolle in der
Pathophysiologie der neonatalen HI spielen (Lalancette-Hebert et al., 2017; Shrivastava et
al., 2012; Vexler et al., 2009).

Ein Grofteil der bisherigen Erkenntnisse zur funktionellen Rolle neutrophiler Granulozyten
stammt aus der adulten ischamischen Hirnschadigung. Dabei haben mehrere
Arbeitsgruppen bereits eine schadigende Wirkung Neutrophiler nachgewiesen (Hermann
et al., 2019; Neumann et al., 2015). So zeigten beispielsweise Neumann et al., dass eine
Blockierung der Infiltration Neutrophiler mittels anti-VLA-4 zu einer Verminderung des
Gewebeschadens und funktioneller Defizite nach zerebraler Ischamie fuhrt (Neumann et
al., 2015). Humane Studien unterstitzen die Hypothese der schadigenden Rolle
Neutrophiler im Schlaganfall. Neutrophile von Schlaganfallpatienten produzieren innerhalb
der ersten 6 Stunden vermehrt reaktive Sauerstoffspezies, degradierende Proteasen und
Beta-2-Integrine (Weisenburger-Lile et al., 2019). Vermutete Effektormechanismen, die der
schadigenden Rolle von Neutrophilen zugrunde liegen, sind u.a. die ROS-Produktion und
die Interaktion mit endothelialen und glialen Zellen. So wurde kirzlich gezeigt, dass
Neutrophile Uber mikrovaskulare Verschlisse zur Aggravation des ischamischen
Hirnschadens fiihren (Planas, 2018; Rolfes et al., 2021). Als ein mdglicher Mechanismus
wird die Bildung von NETs in der Mikrozirkulation diskutiert, die eine Thrombenbildung
fordert (LUllmann-Rauch et al., 2019; Murphy et al., 2018). Zudem kdnnen intraluminale und
extravaskulare Neutrophile zu einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke durch die
Freisetzung proteolytischer Enzyme und pro-oxidativer Molekile fihren (Planas, 2018).
Das traditionelle Konzept der ausschlief3lich schadigend wirkenden Neutrophilen wird durch
jungere Studien zur Neutrophilen-Heterogenitat, ahnlich der fur Makrophagen
beschriebenen M1/M2-Polarisation, zunehmend in Frage gestellt. Diese Heterogenitat
wurde initial in der Tumorpathologie identifiziert mit der Beschreibung von pro- (N1) bzw.
anti-inflammatorischen (N2) Neutrophilen (Fridlender et al., 2009; Jablonska et al., 2017).
Das Konzept der Neutrophilen-Plastizitdt wird zunehmend auch auf andere
Krankheitsentitaten, wie z.B. den Myokardinfarkt und den Schlaganfall Ubertragen. So
wurde belegt, dass sowohl eine PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma)-Aktivierung als auch eine genetische Deletion des TLR4-Rezeptors Neutrophile in
Richtung des N2-Phanotyps polarisiert, was mit einer neuroprotektiven Wirkung und
geringeren post-ischamischen Inflammation assoziiert war (Cuartero et al., 2013; Garcia-
Culebras et al., 2019).
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Im Vergleich zu adulten Neutrophilen wird postuliert, dass neonatale Neutrophile unreif und
nur bedingt funktionsfahig sind. Diese geringere Funktionsfahigkeit wird mit einer
schwéacheren Immunantwort auf Infektionen, einer herabgesetzten Migrationsfahigkeit in
Inflammationsbereiche, einer geringeren Ausbildung von NETs und einer reduzierten ROS-
Produktion begriindet (Lawrence et al., 2017; Melvan et al., 2010). Es bleibt jedoch zu
berlcksichtigen, dass ein GroBteil der Erkenntnisse bislang auf Untersuchungen
neonataler Neutrophiler aus dem peripheren Blut gesunder Neugeborener nach in vitro
Stimulation mit inflammatorischen Stimuli wie z.B. dem bakteriellen Zellwandbestandteil
Lipopolysaccharid (LPS) beruhen (Fox et al., 2005; Mathias et al., 2017). Die spezifische
Funktion von Neutrophilen im Rahmen der durch eine neonatale HI verursachten sterilen
Inflammation ist weitgehend unbekannt. Vorausgehende Arbeiten weisen darauf hin, dass
eine Neutrophilen-Depletion vor, aber nicht nach HI neuroprotekiv ist (Palmer et al., 2004).
In dieser alteren Arbeit an neonatalen Ratten erfolgte die Depletion mit einem anti-
Neutrophilen-Serum, dessen Effizienz jedoch nicht tberprift wurde. Zudem erfolgte die
Analyse des Hirnschadens lediglich Uber die Vermessung der gesamten Hirnschwellung
und Gewebeatrophie, wobei regionsspezifische zellulare Effekte nicht analysiert wurden. In
einer neueren Studie an neonatalen Mausen bewirkte eine Depletion myeloider Zellen
mittels anti-Gr-1 (RB6-8C5) nur in mannlichen Tieren eine Neuroprotektion (Smith et al.,
2018). Hier wurde mit der Depletion eine Stunde nachdem die Mause aus der Hypoxie-
Kammer genommen wurden, begonnen und im weiteren Verlauf alle 48 Stunde bis Tag
sieben nach HI wiederholt. Aufgrund der kontinuierlichen und wenig selektiven (myeloide
Zellen) Depletion sind Aussagen zur spezifischen Rolle Neutrophiler zu verschiedenen
Zeitpunkten, insbesondere in der Frihphase, hier nicht moéglich. Im Unterschied zur
Depletion aller myeloiden Zellen mittels anti-Gr1 wurde kirzlich eine Neutrophilen-
spezifische Methode unter Verwendung eines anti-Ly6G-Antikdrpers in einem kombinierten
Modell von systemischer Inflammation und HI verwendet, was zu einem signifikanten
Schutz vor durch den Insult hervorgerufenen Hirngewebsverlust flhrte (Yao et al., 2020).
Dieser protektive Effekt wurde jedoch auch hier nur nach prophylaktischer Antikérper-
Injektion aber nicht bei einer Gabe vier Stunden nach HI beobachtet. Kritisch zu betrachten
bleibt in dieser Studie jedoch die Analyse der Depletionseffizienz Uber
durchflusszytometrische Untersuchungen mittels anti-Ly6G-Antikérper. Eine Antigen-
Maskierung durch die bereits erfolgte in vivo Gabe eines anti-Ly6G-Antikdrpers des
gleichen Klons erlaubt keine ex vivo-Detektion Neutrophiler, sondern es mussen andere
Gating-Strategien herangezogen werden (Boivin et al., 2020). Trotz dieser ersten
vielversprechenden Erkenntnisse aus den vorgenannten Studien, bleibt bisher unklar,

welchen Einfluss Neutrophile auf die reine HI-induzierte Gewebeschadigung haben.
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2 FRAGESTELLUNGEN

Die neonatale Hypoxie-Ischamie ist bis heute eine der haufigsten Ursachen fur Morbiditat
und Mortalitdt bei Neonaten. Trotz umfangreicher Forschung steht bisher nur die
Hypothermiebehandlung als wirksame Therapie zur Verfugung, welche allerdings eine
hohe Number needed to treat und ein enges zeitliches Therapiefenster aufweist. Zur
Identifizierung potenzieller adjuvanter oder alternativer Therapien ist die Untersuchung der
genauen pathophysiologischen Mechanismen der Hi-induzierten Hirnschadigung
essenziell. Wesentliches Merkmal der HI-Pathophysiologie sind inflammatorische
Prozesse, die mit einer Infiltration peripherer Leukozyten einhergehen, wobei neutrophile
Granulozyten den Grofdteil der infiltrierenden Zellen ausmachen. Wahrend die Rolle
neutrophiler Granulozyten in der adulten Schlaganfallforschung gut untersucht ist, fehlen
spezifische Untersuchungen 2zu diesem Immunzellsubtyp in der neonatalen
Hirnschadigung. Dies ist jedoch von enormem Interesse, da sich sowohl das Immunsystem
als auch das Gehirn noch in der Entwicklung befinden.

Um die Rolle der neutrophilen Granulozyten in der neonatalen HI besser zu verstehen,
ergaben sich fir diese Arbeit folgende Fragestellungen, die in einem in der Arbeitsgruppe

etablierten Mausmodell der neonatalen HI untersucht wurden:

¢ Inwiefern kommt es nach einer neonatalen Hypoxie-lschdmie zu einer Infiltration
neutrophiler Granulozyten in das geschadigte Hirnparenchym? Zeigt sich hierbei
eine zeitliche und 6rtliche Dynamik?

e Lassen sich vorherrschende Phanotypen der Neutrophilen, angelehnt an das
M1/M2-Modell der Makrophagen identifizieren?

e Lasst sich mittels anti-Ly6G-Antikorper-Injektion eine gezielte Depletion der
Neutrophilen durchfihren?

e Welchen Einfluss hat eine Neutrophilen-Depletion mittels anti-Ly6G auf die durch

HI induzierte Hirnschadigung?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien

Aceton

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Aqua dest.

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloralhydrat
Dinatriumdihydrogenphosphat
(NA2HPO4)

Donkey serum (DS)

Ethanol (unvergallt)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Eukitt®

Fluorescence Mounting Medium
Gelatin from cold water fish skin (FSG)
Hydroxyethyl-
piperazinyethansulfonsdure (HEPES)
Kaliumchlorid (KCI)

Isoflurane

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa)
Kresylviolett

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)

Normal Goat Serum (NGS)
Paraformaldehyd (PFA)

Percoll

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(PBS)

RPMI1640

Salzsaure (HCI)

Tissue-Tek O.C.T.

Otto Fischer GmbH & Co. KG, Saarbrticken,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

B. Braun Meisungen AG, Meisungen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
ORSAtec GmbH, Bobingen, Deutschland

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Gibco, Thermofisher, Erlangen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Abbvie, North Chicago, lllinois, Vereinigte Staaten
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
PAN-Biotech, Aldenbach, Deutschland

Gibco, Thermofisher, Erlangen, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn,

Niederlande
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Tri-Natrium-Zitrat (Dihydrat) PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tris AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Triton-X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

TrueCount beads BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Tween 20 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Xylol PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland

4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltha,
MA, USA

3.1.2 Seren

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Seren

Goat Serum Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Donkey Serum Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

3.1.3 Antikorper

[) In vivo-Antikdrper

Tabelle 3: Auflistung der in vivo verwendeten Antikorper

Antikdrper Hersteller Klonalitat
Ratte-anti-Maus-Ly6G Bio X Cell, USA 1A8
Ratte-anti-Maus-1gG2a Bio X Cell, USA 2A3

[I) Immunhistochemie

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten primaren Antikorper fiir die Immunhistochemie

Antikdrper Hersteller Klonalitat Verdlinnung
Ratte-anti-Maus CD31 Biolegend 390 1:100
Ratte-anti-Maus CD45 BD Pharmingen monoclonal 1:20
Kaninchen-anti-Maus Laminin Novus a biotechne brand polyclonal 1:250
Ratte-anti-Maus Ly-6G BD Pharmingen 1A8 1:100
Kaninchen-anti-Maus NeuN EMD Millipore Corp. Polyclonal 1:100
Kaninchen-anti-Maus Olig2 EMD Millipore Corp. Polyclonal 1:100

CD = Cluster of differentiation, Ly6G = Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D, NeuN = Neuron-specific
protein, Olig2 = Oligodendrocyte-specific transcription factor 2
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Tabelle 5: Auflistung der verwendeten sekundaren Antikorper fiir die Immunhistochemie

Antikdrper

Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 555
Esel-anti-Ratte Alexa Fluor 488
Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 488
Ziege-anti-Ratte Alexa Fluor 555
Esel-anti-Ziege Alexa Fluor 594
Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 594
Streptavidin Alexa Fluor 488

[I1) Durchflusszytometrie

Hersteller

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies

Life Technologies

Verdlinnung

1:500
1:500
1:500
1:500
1:250
1:500

1:1000

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Antikorper fiir die Durchflusszytometrie zur Charakterisierung

der Neutrophilen-Phanotypen

Antikdrper

Ratte-anti-Maus CD45 Alexa Fluor 700
Ratte-anti-Maus Ly6G FITC
Ratte-anti-Maus CD86 PE
Ratte-anti-Maus CD206 Brilliant Violet
Ratte-anti-Maus CD11b PE-Cy7

Hersteller Klon
BD Pharmingen = 30-F11
BD Pharmingen = 1A8

BD Pharmingen @ GL1
Biolegend Co068C2
eBioSciences M1/70

Konzentration
1:200

1:100

1:800

1:50

1:800

CD = Cluster of differentiation, Cy = Cyanin, FITC = Fluorescein isothiocyanate, Ly6G = Lymphocyte antigen 6

complex locus G6D, PE = Phycoerythrin

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Antikorper fiir die Durchflusszytometrie zur Analyse der

Depletionseffizienz

Antikdrper

Ratte-anti-Maus CD45 Alexa Fluor 700
Ratte-anti-Maus CD11b PE-Cy7
Ratte-anti-Maus Ly6C V450
Ratte-anti-Maus Gr-1 APC

Hersteller Klon

BD Pharmingen = 30-F11
eBioSciences M1/70
BD Pharmingen = AL-21
eBioSciences RB6-8C5

Konzentration
1:200
1:800
1:400
1:800

APC = Antigenprasentierende Zelle, CD = Cluster of differentiation, Cy = Cyanin, Gr1 = granulocyte-

differentiation antigen 1, Ly6G = Lymphocyteantigen 6 complex locus G6D, PE = Phycoerythrin
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3.1.4 Puffer, Lésungen und Kits

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Puffer und Losungen fiir die Inmunhistochemie und Histologie

10 x Phosphat buffered saline (PBS), pH 7,4 | 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 12 mM
Gesamtphosphat (HPO.? + H2PO4)

Blockierldsung 5 % NGS, 1 % PBS-0,2 % Tween in PBS
Zitratpuffer, pH 6,0 10 mM Tri-Natrium-Zitrat, 0,05 % Tween 20
DAPI-LAsung 1 yg/mlin PBS pH 7,4

IHC-Blockierlésung, pH 7,6 100ml PBS, 2g BSA, 3g FSG, 1 ml Tween 20
Kresylviolett Kresylviolett 1 % in Aqua dest.

Die Einstellung der angegebenen pH-Werte erfolgte mittels Titration mit Hilfe von NaOH (Natriumhydroxid) und
HCI (Salzsaure). Aqua dest. = destilliertes Wasser, BSA = Bovines Serum Albumin, DAPI = 4,6-Diamino-2-
phenylindol, FSG = Gelatine from cold water fish skin, g = Gramm, HPO,? = Hydrogenphosphation, H.PO4 =
Dihydrogenphosphation, IHC = Immunhistochemie, KCI = Kaliumchlorid, mM = Millimol, ml = Milliliter, PBS =
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, NaCl = Natriumchlorid

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Puffer und Losungen fiir die Durchflusszytometrie

Lysepuffer 155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 127 mM EDTA in Aqua dest, pH 7,2-
7.4
Waschmedium (WM) 1 % HEPES in RPMI1640
Aqua dest. = destillietes Wasser, EDTA = Ethylendiamintetraessigsdure, HEPES =

Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsdure, KHCO3 = Kaliumhydrogencarbonat, mM = Millimol, NH4CI

Ammoniumchlorid

Kits
- TUNEL (In Situ Cell Death Detection)-Kit Roche, Basel, Schweiz

3.1.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Geridte und Verbrauchsmaterialien

0,5ml/1,5ml/2,0ml/5,0 ml Tubes Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
15 ml / 50 ml Tubes Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
5 ml /10 ml / 25 ml Serologische Pipetten Greiner  Bio-One  GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

37°C Inkubator Heraeus Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Deckglaschen Engelbrecht Medizin- und Labortechnik,
Edermunde, Deutschland

Digitalthermometer TH-5 Physitemp Instruments LLC, Clifton, NJ, USA

Durchflusszytometer BD FACS LSRII BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Elektrokoagulator, 1200°C Bovie Medical Corporation, Clearwater, FL, USA
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FACS-Ro6hrchen
Feedback-kontrollierte Warmematte
Gewebescanner OpticLab H850

HM525 NX Kryostat
ImmEdge Hydrophobic Barrier Pen
Hypothermie-Apparatur

Infusionsspritze
Inkubationskammer (OxyCycler)
Kleintiernarkosegerat
Konfokales Mikroskop
Magnetrihrer

Multipette Stream

Perfusionsbesteck / Operationsbesteck

Perfusor Combimat 2000
Petrischalen
pH-Meter
Pipetten
Pipettenspitzen
- Tip One
- Quality Pipette Tips

Pipetus

Prazisionswage PCB 1000-2
Sauerstoffkammer (OxyCycler)
Schmetterlingsnadel
Stereomikroskop SZ61
SuperFrost Ultra Plus Objekttrager
Vortexer RS-VA 10
VWR Microslide Box
Wasserbad
Zellsiebe (70um)
Zentrifugen

- He-tich - EBA 12

- Heraeus Multifuge 3 S-R

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA

Plustec  Technology @ GmbH,  Ahrensburg,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
hergestellt von der Feinmechanischen Werkstatt,
Universitatsklinikum Essen

Braun, Melsungen, Deutschland

BioSpherix, Ltd., Parish, NY, USA

Penlon Limited, Abingdon-on-Thames-UK

Nikon, Minato, Tokio, Japan

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Déring, Minchen, Deutschland

Corning Incorporated, New York, USA

WTW, Xylem Analytics, Weilheim. Deutschland
Thermo Scientific, Waltham USA

- Star Lab, Ahrensburg, Deutschland
- Sarstedt AG & Co.,, Numbrecht,
Deutschland
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland
KERN & SohnGmbH, Balingen, Deutschland
BioSpherix, Ltd., Parish, NY, USA
Sarstedt AG und Co.
Olympus K.K., Shinjuku, Tokio, Japan
Thermo Scientific, Waltham, USA
Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, Deutschland
VWR International, LLC, Radnor, PA, USA
GFL, Burgwedel, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

- Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland

- Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting, ml = Milliliter, °C = Grad Celsius, ym = Mikrometer
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3.1.6 Software

Zur Datenanalyse:
- Analysesoftware Durchflusszytometrie: FACS Diva Software, BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland
- Excel, Microsoft Office 2010, Redmond, USA
- Gewebescanner-Software SilverFast, LaserSoft Imaging AG, Kiel, Deutschland
- ImagedJ 1.52a, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
- NIS-Elements AR Analysesoftware, Nikon, Minato, Tokio, Japan
Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung
- GraphPad Prism, Version 6, GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

3.2 Methoden
3.2.1 Experimentelles Setup

Zur Bearbeitung der Fragestellungen dieser Arbeit erfolgten die Versuche wie in Abbildung
1 dargestellt. Verwendet wurde ein Mausmodell in der Arbeitsgruppe etabliertes
Mausmodell der neonatalen Hypoxie-Ischamie in neun Tage alten Mausen (siehe
3.2.2)(Reinboth et al., 2016). Kontrolltiere wurden einer Schein-Operation (Sham)
unterzogen. Zur Quantifizierung und Charakterisierung des Phanotyps der infiltrierten
Neutrophilen erfolgten durchflusszytometrische Messungen zwdlf Stunden, einen Tag, drei
Tage und sieben Tage nach HI (Abb. 1a links). Zur Ermittlung des HI-induzierten
Schadensausmalfies und zur Analyse der Lokalisation der infiltrierten Neutrophilen
erfolgten  immunhistochemische Analysen von PFA (Paraformaldehyd)-fixierten
Hirngeweben an Tag eins, drei und sieben nach HI (Abb. 1 A rechts).

In einem zweiten Versuchsansatz erfolgte eine Neutrophilen-Depletion mittels
intraperitonealer anti-Ly6G-Antikorper-Injektion. Zunachst wurde die Depletionseffizienz in
naiven Mausen zu den in Abb. 1 B dargestellten Zeitpunkten analysiert, um den Zeitpunkt
der maximalen Neutrophilen-Reduktion nach Antikérper-Injektion zu bestimmen (Abb. 1 B).
Der Einfluss einer Neutrophilen-Depletion auf die Hl-induzierte Hirnschadigung wurde 48
Stunden nach HI immunhistochemisch untersucht (Abb. 1 C). Zusétzlich erfolgte auch in

diesen Tieren die Ermittlung der Depletionseffizienz (Abb. 1 C).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung. Zur Untersuchung der Neutrophilen
in der neonatalen Hl-induzierten Hirnschadigung erfolgte zunachst eine detaillierte Charakterisierung der
Infiltrationskinetik und des Phanotyps mittels Durchflusszytometrie und Immunhistochemie (A). Die Analyse der
funktionellen Rolle neutrophiler Granulozyten in der akuten Krankheitsphase erfolgte tber eine intraperitoneale
Injektion des Neutrophilen-spezifischen Antikdrpers anti-Ly6G. Die Depletionseffizienz wurde sowohl in naiven
Tieren (B) als auch HI-geschadigten Tieren untersucht. Der Einfluss der Neutrophilen-Depletion auf die HI-
induzierte Zelldegeneration wurde immunhistochemisch analysiert (C). (AK = Antikérper, h = Stunde(n), HI =

Hypoxie-Ischamie, Ly6G = Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D)

3.2.2 Hypoxie-lschamie-Modell

Alle Tierexperimente wurden entsprechend der ARRIVE-Richtlinien und der Richtlinien des
,National Institutes of Health* (NIH) fir die Pflege und Verwendung von Versuchstieren
durchgefiihrt. Die behdrdliche Genehmigung erfolgte durch das Landesamt fir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen.

Fir das Hypoxie-lschamie Modell wurden neun Tage alte C57BIl/6-Mause verwendet.
Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, da beschrieben ist, dass die Entwicklung des
Nagetiergehirns zu diesem Zeitpunkt weitestgehend der Entwicklung des Gehirns eines
reifen menschlichen Neugeborenen entspricht (Dobbing et al., 1979; Semple et al., 2013).
Der in der Arbeitsgruppe etablierte Eingriff (Reinboth et al., 2016) ist an das initial in Ratten
entwickelte Rice-Vannucci-Modell angelehnt (Reinboth et al., 2016; Rice et al., 1981). Die

Operation wurde von PD Dr. Josephine Herz durchgefiihrt. Die Tiere wurden unter
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Vollnarkose einer Ligatur der rechten Arteria carotis communis (ACC) oder einer Schein-
Operation (Sham; Hautinzision und Freilegung der ACC ohne Ligatur) unterzogen. Nach
einer einstindigen Pause beim Muttertier erfolgte eine einstindige Hypoxie bei 10 %
Sauerstoff unter Aufrechterhaltung der physiologischen Koérpertemperatur auf einer

Warmematte. Schein-operierte Tiere verblieben wahrenddessen beim Muttertier.
3.2.3 Neutrophilen-Depletion

Die funktionelle Rolle der Neutrophilen wurde anhand von publizierten Arbeiten (Herz et al.,
2015; Neumann et al., 2015) Uber die intraperitoneale (i.p.) Gabe von 10 pg/g
Korpergewicht eines Neutrophilen-spezifischen anti-Ly6G-Antikdrpers  untersucht.
Kontrolltiere erhielten die gleiche Menge des Isotypkontrollantikérpers (siehe 3.1.3) Die
Depletionseffizienz wurde zunachst in naiven Tieren 6, 12, 24 und 48 Stunden nach
Injektion durchflusszytometrisch im Blut quantifiziert. Anhand dessen und anhand der in
dieser Arbeit ermittelten Infiltrationskinetik von Neutrophilen mit dem ersten Peak 24
Stunden nach HI (siehe 4.1) wurde die Depletion in HI-geschadigten Tieren 12 Stunden
nach Hl induziert (Abb. 1 C). Die Untersuchung des Einflusses der Depletion auf die akute
Hl-induzierte Zelldegeneration erfolgte 48 Stunden nach HI (d.h. 36 Stunden nach erfolgter
anti-Ly6G-Gabe, Abb. 1C).

3.2.4 Probengewinnung

Zur Probengewinnung wurden die Tiere transkardial perfundiert. Hierfur wurde zunachst
eine Uberdosis Chloralhydrat i.p. injiziert und dessen Wirkung anhand des
Zwischenzehenreflexes Uberprift. AnschlieRend wurde der Brustkorb erdffnet und ein
Schnitt in die rechte Herzkammer gesetzt. Fir die durchflusszytometrischen Analysen
erfolgte hierbei die Entnahme von Blut mit EDTA-beschichteten Kapillaren. Danach wurden
Uber den linken Vorhof gekuhltes PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung) perfundiert
und anschlielend die Gehirne und Milzen prapariert, die bis zur weiteren Verarbeitung auf
Eis in Waschmedium gelagert wurden.

Fir die immunhistochemischen Analysen erfolgte nach der PBS-Perfusion eine weitere
Perfusion mit 4 % PFA. Die Gehirngewebe wurden herausprapariert und Gber Nacht in 4 %
PFA bei 4 °C gelagert. AnschlieRend erfolgte die Entwasserung der Gewebe in 30 %
Saccharose-L6sung fiir 24 bis 48 Stunden. Die Gewebe wurden in Isopentan-Lésung auf

Trockeneis schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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3.2.5 Histologie und Immunhistochemie

3.2.5.1.1 Herstellung der Gewebeschnitte

Die Anfertigung der 12 um dicken Gewebeschnitte erfolgte mit einem Kryostat-Mikrotom
bei -40°C von kaudal nach rostral. Pro Objekttrdger wurden vier Schnitte aufgezogen und
jeder funfte Objekttrager fir eine Kresyl-Farbung genutzt. Die restlichen Objekttrager
wurden fur immunhistochemische Untersuchungen bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

3.2.5.1.2 Kresyl-Violett-Farbung

Die Kresyl-Violett-Farbung erfolgte nach einem zuvor in der Arbeitsgruppe etablierten
Protokoll und diente mittels der Anfarbung basophiler Zellbestandteile wie DNA und RNA
einer Darstellung der Zellkerne und Ribosomen in neuronalem Gewebe (Scott et al., 1966).
Dies ermdglichte eine Orientierung innerhalb der Strukturen und eine Identifizierung von
Schnittebenen zwischen -1,9 bis -2,0 mm von Bregma flr immunhistochemische
Farbungen innerhalb der Hippocampusebene, der in diesem Modell am starksten
geschadigten Hirnregion (Herz et al., 2018b; Reinboth et al., 2016; Sheldon et al., 1998).

3.2.5.1.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient der Darstellung von Zellen mit spezifischen
Oberflachenantigenen mittels Antigen-Antikdrper-Bindung. In dieser Arbeit wurde die
indirekte Immunhistochemie angewandt, bei der zunachst ein spezifischer Primarantikdrper
an das Antigen bindet. Danach erfolgt die Bindung eines Fluoreszenz-markierten
Sekundarantikérpers an den gebundenen Primarantikérper. Fiur jede Farbung wurde eine
Negativkontrolle mitgefihrt, bei der ausschlieBlich der Sekundarantikdrper ohne
Primarantikérper auf die Probe gegeben wurde, um eine unspezifische Bindung des
Sekundarantikérpers auszuschlieRen. Zur Darstellung der Neutrophilen wurde ein anti-
Ly6G-Antikorper (Klon 1A8) als Primarantikorper verwendet, fur den ein Farbe-Protokoll
etabliert wurde, das im weiteren Verlauf fur verschiedene Kofarbungen Ubernommen
wurde. Alle Farbungen erfolgten an Schnitten aus der hippocampalen Ebene.

Zur Etablierung einer anti-Ly6G-Farbung wurden PFA-perfusionsfixierte Gefrierschnitte
(PFA-Kryoschnitte) und native nicht-perfusionsfixierte Gefrierschnitte (PBS-Kryoschnitte)
verwendet. Daruber hinaus wurden unterschiedliche Methoden zur Fixierung, Blockierung

und Permeabilisierung getestet (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Etablierung eines Farbeprotokolls fiir anti-Ly6G

Perfusion Fixierung Blockierung 1. AK 2. AK Ergebnis

1. PFA 10 % NGS in  anti-Ly6G 1:100 Alexa anti-rat keine
PBS-Tx0,3% in5 % NGS mit 488 1:500 in Anfarbung
PBS-Tx0,15%  PBS

2. PBS 4 % PFA 10 % NGS in anti-Ly6G 1:100 | Alexa anti-rat unregelmaRige
und 1:1 PBS-Tx0,3% in5 % NGS mit 488 1:500 in Anfarbung
Aceton- PBS-Tx0,15%  PBS
Methanol
3. PBS 1:1 5 % NGS in anti-Ly6G 1:100 Alexa anti-rat mit beiden
Aceton- | PBS-0,2 % in1 % NGS mit 488 1:500 in getesteten
Methanol Tween PBS-0,2 PBS Seren gute
%Tween Anfarbung, bei
1:1 5 % DS in anti-Ly6G 1:100 Alexa anti-rat DS
Aceton- PBS-02 % in 1 % DS mit 488 1:500 in Hintergrund
Methanol = Tween PBS-0,2 PBS starker mit
%Tween angefarbt
4. PFA 5% NGS in anti-Ly6G 1:100 Alexa anti-rat gute
PBS-0,2 % in1 % NGS mit | 488 1:500 in Anfarbung
Tween PBS-0,2 PBS
%Tween Alexa anti-rat @ gute
555 1:500 in Anfarbung
PBS

PFA = Paraformaldehyd, PBS= Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, NGS = Normal Goat Serum, DS = Donkey
Serum, Ly6G = Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D, Tx = Triton-X-100

Alle Schnitte wurden nach der Entnahme aus dem Eisfach zunachst fur 30 Minuten bei 37
°C aufgetaut, getrocknet und im Anschluss fir 15 Minuten bei Raumtemperatur abgekhlt.
Die nativen PBS-Kryoschnitte wurden danach zur Fixierung entweder fur 3 Minuten in
kaltem Aceton-Methanol-Gemisch (Verhaltnis 1:1) oder fir zehn Minuten in 4 % PFA
inkubiert (Tabelle 11). Alle Objekttrager wurden danach dreimal fur je 5 Minuten in PBS
gewaschen und die zu farbenden Schnitte mit einem Fettstift umrandet. Danach erfolgte
die Blockierung fir 60 Minuten bei Raumtemperatur zur Vermeidung unspezifischer
Bindungen und im Anschluss die Inkubation des Primarantikérpers tber Nacht bei 4 °C.
Nach einem weiteren Waschgang am nachsten Tag wurden die Schnitte mit dem
Sekundarantikérper fur 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Losungen und
Antikdrper-Konzentrationen siehe Tabelle 11) gefolgt von einem erneuten Waschgang. Zur
Darstellung der Zellkerne wurden die Schnitte fir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit DAPI
(4°,6-Diamin-2-phenylindol; 1000 pg/ml in PBS) inkubiert. Nach einem letzten Waschgang
wurden die Schnitte mit Hilfe des Fluorescence Mounting Mediums eingedeckt und tber
Nacht bei Raumtemperatur abgedunkelt getrocknet. Die weitere Lagerung bis zur
mikroskopischen Analyse erfolgte lichtgeschutzt bei 4 °C. Es zeigte sich, dass Bedingung
vier (Tabelle 11) mit der Blockierung mittels 5 % NGS (Normal Goat Serum) und der
Permeabilisierung mit 0,25 % Tween fir die anti-Ly6G-Farbung der PFA-Kryoschnitte am
besten geeignet ist, sodass dieses Protokoll fir die weiteren Kofarbungen weiterverwendet

wurde.
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Zur simultanen Darstellung von Neuronen wurden Koférbungen von Ly6G mit einem anti-
NeuN-Antikdper durchgefihrt (Tabelle 4). Die Bindung des anti-Ly6G-Antikérpers wurde
mit dem sekundaren Antikorper anti-rat Alexa Fluor 555 visualisiert, wahrend die Bindung
an NeuN mit anti-rabbit Alexa Fluor 488 detektiert wurde (Tabelle 5).

Um zu untersuchen, inwiefern Neutrophile tief in das Parenchym infiltrieren oder eher in
den GefalRen haften bleiben, wurde zur Darstellung der relativen Lage von Neutrophilen zu
den intrazerebralen Gefalien eine weitere Kofarbung mit einem Gefallmarker etabliert. Fir
die GefalRdarstellung wurde ein anti-Laminin-Antikérper verwendet. Laminine sind
Glykoproteine und wesentliche Bestandteile der Lamina densa der Basallamina. Sie eignen
sich somit zur Darstellung von Gefaen. Das Protokoll zur Kofarbung von Ly6G mit Laminin
wurde in Anlehnung an ein bereits in der Arbeitsgruppe etabliertes Protokoll fiir Laminin
angepasst. Denn dieses Protokoll benétigte eine Demaskierung des Antigens mit
Zitratpuffer, sodass zunachst Uberprift wurde, inwiefern die anti-Ly6G-Farbung sich damit

kombinieren lieRRe. Die getesteten Konstellationen sind in Tabelle zwolf dargestellt.

Tabelle 12: Etablierung eines Farbeprotokolls fiir eine anti-Ly6G-Laminin-Kofarbung

Demaskierung

1 25 Minuten in Zitratpuffer
(10 mM Zitratpuffer / 0,05
% Tween20, pH 6,0) im 100
°C heilRen Wasserbad

2 20 Minuten in Zitratpuffer

Blockierung

5% NGS in PBS-
0,2 % Tween

5% NGS in PBS-
0,2 % Tween

5% NGS in PBS-
0,2 % Tween

1 % IHC-Block in
PBS-0,2 %
Tween

4 20 Minuten in Zitratpuffer

Antikdrper

1:200 anti-Laminin
und 1:100 anti-Ly6G
in 1 % NGS mit
PBS-0,2 %Tween

1:250 anti-Laminin
und 1:100 anti-Ly6G
in 1 % NGS mit
PBS-0,2 %Tween

1:250 anti-Laminin
und 1:100 anti-Ly6G
in 1 % NGS mit
PBS-0,2 %Tween

1:250 anti-Laminin
und 1:100 anti-Ly6G
in 1 % IHC-Block mit

Ergebnis

Anfarbung
Laminin und Ly6G
unregelmafig

Anfarbung
Laminin schwach,
Ly6G gut

kaum Anfarbung
Laminin, Ly6G gut

Anfarbung
Laminin und Ly6G
gut

PBS-0,2 %Tween
ICH = Immunhistochemie, Ly6G = Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D, mM = Millimol, NGS = Normal

Goat Serum, PBS = Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

Diese Etablierungsversuche fuhrten zu folgendem Protokoll: Nach dem Aufwarmen und
Trocknen der Schnitte erfolgte eine Demaskierung der Gewebeoberflache in Zitratpuffer im
Wasserbad bei 100 °C fir 20 Minuten mit anschlieRender 15-minutiger Abkuhlphase. Die
Blockierung erfolgte in IHC (Immunhistochemie)-Blockierungslésung (Tabelle 8). Die
weiteren Schritte wurden nach dem oben beschriebenen Protokoll fir die Ly6G-Farbung
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Spezifitat der Laminin-Farbung wurde eine Kofarbung
mit einem anti-CD31-Antikérper, der jedoch nur aus der Ratte verfigbar war und

dementsprechend nicht mit dem verwendeten anti-Ly6G-Antikérper kombinierbar ist, mit

26



denselben Anderungen am Grundprotokoll durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine

Ubereinstimmung der angefarbten Strukturen (Abb. 2).

CD3f/Laminin
>

Abbildung 2: Anti-Laminin / anti-CD31-Kofarbung. Es wurde eine Kofarbung mit einem Pan-anti-Laminin-
Antikorper und einem anti-CD31-Antikdrper durchgefiihrt. Die Darstellung der Laminin-Farbung erfolgte mit
einem Alexa Fluor 555-konjugierten Sekundarantikérper (rot); die Darstellung der CD31 Farbung mit einem
Alexa Fluor 488-konjugierten Sekundarantikérper (griin). (CD = Cluster of differentiation, Hl = Hypoxie-
Ischamie, Sham = schein-operiert)

Zur Bewertung der Auswirkung einer Neutrophilendepletion auf die Hl-induzierte zellulare
Degeneration wurde eine weitere Kofarbung von anti-Ly6G mit einer TUNEL (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling)-Farbung durchgefihrt. Bei der TUNEL-Farbung werden
durch das Enzym TdT (Terminale-Deoxynukleotid-Transferase) fluoreszierende Nukleotide
an freiwerdende Hydroxygruppen nach Fragmentierung der DNA in degenerierten Zellen
angelagert (Gauvrieli et al., 1992). Die Farbung wurde entsprechend der Herstellerangaben
durchgefihrt, wobei die Enzymlésung eins zu zehn in Markierungslésung verdinnt wurde.
Zur Etablierung einer gemeinsamen Farbung von Ly6G und TUNEL, wurden zunachst zwei
unterschiedliche Vorgehen verglichen. Die TUNEL-LOsung wurde fur die eine Halfte der
Versuchsproben nach der Blockierung und vor der anti-Ly6G-Antikdrper-Inkubation
aufgetragen. Fiur die andere Halfte der Proben erfolgte die TUNEL-L&sungs-Inkubation
nach dem sekundaren Antikorper. In beiden Fallen wurde mit der TUNEL-L6sung fir 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Schnitte mit der TUNEL-L&sungs-Inkubation nach
Zweitantikorperinkubation zeigten eine deutlich bessere Anfarbung, so dass dieses

Vorgehen bei sdmtlichen weiteren Analysen angewandt wurde.

3.2.5.1.4 Analyse immunhistochemischer Farbungen

Die Analyse der immunhistochemischen Farbungen erfolgte mit Hilfe eines
Konfokalmikroskops unter Verwendung des 20x Objektivs. Das Konfokalmikroskop A1plus,
Eclipse Ti von Nikon besitzt drei Laser (Diodenlaser 405nm, Agronlaser 514nm, G-Helium-
Neon-Laser 543nm) und drei Filter (450/ 50-405 LP, 515/ 20-540 LP, 585/ 65-640 LP). Es
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wurden je nach Fragestellung Aufnahmen Uber eine Schichtdicke von 8 um in Abstéanden
von 2 um (Ly6G/NeuN, Ly6G/TUNEL), oder in Abstanden von 1 um (Ly6G/Laminin) erstellt.
Aufgenommen wurden auf der ipsilateralen Seite der gesamte Cortex, Hippocampus und
Thalamus Uber die Verwendung der Large-Scale-Imaging-Funktion der NIS-Software
(Nikon). Fir die Ly6G-Laminin-Farbung wurden je drei Aufnahmen mit dem 20x-Objektiv
(je 396.600 um?) in den vorgenannten Regionen erstellt. Die einzelnen Ebenen wurden Gber
Verwendung der maximalen Intensitatsprojektion in zweidimensionale Bilder konvertiert.
Die Auswertung erfolgte verblindet mit der NIS-Analysesoftware (Nikon, Japan). Die Anzahl
der Ly6G-positiven, NeuN-positiven sowie TUNEL-positiven Zellen wurde nach
Umwandlung in bindre Bilder automatisiert durch die Software quantifiziert. In Aufnahmen
der Ly6G-Laminin-kogefarbten Schnitte wurden in jedem Bild die Abstéande von je zehn
zufallig ausgewahlten Ly6G-positiven Zellen pro Aufnahme zum jeweils nachstliegenden
Gefald gemessen. AnschlieRend wurde eine Kategorisierung in 0-10 ym, > 10-30 pm und >
30 um vorgenommen und pro Tier der prozentuale Anteil aller analysierten Neutrophilen in

den genannten Kategorien errechnet.
3.2.6 Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated-Cell-Sorting, FACS)

3.2.6.1 Zellisolation

Zur Quantifizierung der Neutrophilen-Infiltration, sowie zur Charakterisierung ihres
Phanotyps wurden durchflusszytometrische Untersuchungen in isolierten Zellen des
Gehirns, der Milz und des peripheren Bluts durchgeflihrt. Die Durchflusszytometrie erlaubt
eine Differenzierung von verschiedenen Zelltypen nach GréRe und Granularitat sowie nach
Antikorper-vermittelter Fluoreszenzmarkierung zur gleichen Zeit.

Die Isolation der Zellen erfolgte anhand etablierter Protokolle der Arbeitsgruppe (Herz et
al., 2014; Herz et al., 2018a; Herz et al., 2015). Die Analysen wurden 12 Stunden, 1, 3 und
7 Tage nach HI durchgefuhrt. Nach der Entnahme der Organe wie oben beschrieben,
wurden die Milzen und Gehirne durch ein 70 pm-Sieb mit Waschmedium (WM)
homogenisiert und die Zellsuspension durch wiederholtes Spllen des Siebs auf insgesamt
15 ml mit WM aufgefilit.

Die Gehirnzellsuspensionen wurden zunachst bei 400g fir zehn Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 37 %
Percoll in 0,1 N HCL/PBS resuspendiert und anschlieRend bei 2800g fur 20 Minuten ohne
Bremse bei Rautemperatur zentrifugiert. Nach Entfernung des Myelin-enthaltenden
Uberstands, wurde das Pellet zweimal mit PBS gewaschen.

Die Milzzellsuspensionen wurden zunachst bei 550g fir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, der Zellpellet in 5 ml Lysispuffer und 2,5 ml WM
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aufgenommen, um die Erythrozyten zu lysieren (Tabelle 8). Nach erneutem Zentrifugieren
und Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 800 ul PBS resuspendiert und ein
Viertel der Zellen fur die durchflusszytometrische Analyse verwendet.

Das in ETDA-ROhrchen aufgefangene Blut wurde in 10 ml Lysepuffer gegeben und

anschlieltend zweimal in PBS gewaschen.

3.2.6.2 Farbung und Analyse der Zellsuspensionen

Die Zellsuspensionen wurden entsprechend der Fragestellung mit zwei unterschiedlichen
Mastermixen (Tabellen 6 und 7) fir 30 Minuten bei 4 °C in PBS inkubiert.

Zur Charakterisierung der Neutrophilen wurden die isolierten Zellen mit anti-CD45, anti-
CD11b, anti-Ly6G, anti-CD86 und anti-CD206 (Tabelle 6) inkubiert. Als Kontrollfarbung
wurde pro Experimentalansatz jeweils eine Farbung ohne anti-CD86 und anti-CD206
mitgefihrt, um eindeutig positive Zellen zu identifizieren.

Fir die Bestimmung der Depletionseffizienz nach anti-Ly6G-Behandlung wurden Zellen des
peripheren Bluts mit anti-CD45, anti-CD11b, anti-Ly6C und anti-GR1 inkubiert (Tabelle 7)
und eine spezielle Gating-Strategie im Rahmen dieser Arbeit entwickelt (Abb. 3). Zur
Unterscheidung lebender und toter Zellen wurde zusatzlich der Farbstoff FVD 780 (fixable
viability dye) hinzugegeben.

Die Bestimmung der absoluten Zellzahlen erfolgte unter Zugabe einer definierten Menge
an BD TrueCount-Beads. Zum Errechnen der absoluten Zellzahlen wurde die Anzahl
gemessener TrueCount-Beads in die folgende Formel eingefligt, wobei sich entsprechend
der untersuchten Organe die Verdinnungsfaktoren 4 fur Milz und 1 fur Gehirn sowie Blut

ergaben:

positive Events x Anzahl hinzugeflgter Beads

absolute Zellzahl = x Verdinnungsfaktor

Anzahl gemessener Beads

Bis zur Messung innerhalb von ein bis zwei Stunden nach Farbung wurden die Proben im
Kuhlschrank bzw. auf Eis gelagert. Die Messung und Analyse der Proben erfolgte unter
Verwendung des BD FACS LSR Il Gerates und der BD FACS DIVA Software.

Die Analyse der Zellen erfolgte entsprechend der in Abb. 3 dargestellten Gating-Strategie.
In Gehirngeweben von gesunden schein-operierten Tieren wurden nahezu keine
Neutrophilen detektiert (Abb. 3 A, B links), sodass diese nicht fur die Analyse der CD86-

und CD206-Expression herangezogen wurden.
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Abbildung 3: Gating-Strategie zur Quantifizierung der Anzahl Neutrophiler und der Expression von
CD86 und CD206 auf Neutrophilen. Dargestellt ist die Gating-Strategie exemplarisch fir isolierte
Immunzellen aus dem Gehirn eines schein-operierten und eines Hl-geschadigten Tieres. Nach Ausschluss
von Zelldebris und toten Zellen wurden zunachst Mikrogliazellen und Leukozyten anhand ihrer CD45- und
CD11b-Expression unterschieden (A). Innerhalb der Leukozytenpopulation wurden Neutrophile anhand ihrer
Ly6G-Expression identifiziert (B) und anschlieBend der prozentuale Anteil der CD86 und CD206 positiven
Zellen ermittelt (C). Das Gate (P2, P3) wurde hierbei basierend auf FMO (Fluorescence Minus One)-

Kontrollfarbungen gesetzt. (CD = Cluster of differentiation, Hl = Hypoxie-Ischamie, Sham = schein-operiert)

3.3 Statistische Auswertungen

Samtliche statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 6.0 durchgefiihrt. Zunachst
wurden die Datensatze’auf Gaul‘sche Normalverteilung mittels Shapiro Wilk Test
Uberpruft. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der zweiseitige Student’s t-test bzw. bei
nicht parametrischen Voraussetzungen der Mann-Whitney U-Test verwendet. Fur den
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurden einfaktorielle Varianzanalysen (One-Way-
ANOVA) bzw. bei nicht normalverteilten Daten ein Kruskal-Wallis Test eingesetzt. Als Post-
hoc-Test wurde bei parametrischen Daten der Sidak’s post-hoc- und bei nicht
parametrischen Daten der Dunn’s multiple comparison-Test angewendet. Bei allen
Analysen wurde p < 0,05 als statistisch signifikant gewertet. Die Daten sind als Box-Plot-

Diagramme mit Median, 25 % und 75 % Perzentilen und Individualwerten dargestellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Die neonatale Hypoxie-lschamie induziert eine biphasische Infiltration neutrophiler

Granulozyten in das geschadigte Hirngewebe

Der zeitliche Verlauf der Neutrophilen-Infiltration in das durch HI geschadigte Gewebe
wurde zunachst in durchflusszytometrischen Analysen mit isolierten Zellen aus der
gesamten Hemisphare untersucht (Abb. 4 A). Dazu wurde neben der Neutrophilen-Zellzahl
(Abb. 4 B) zusatzlich die Gesamtzahl aller infiltrierter Leukozyten (Abb. 4 C) quantifiziert,
um den prozentualen Anteil der Neutrophilen in der Gesamtpopulation der Leukozyten zu
bestimmen (Abb. 4 D). Hierbei wurde ein biphasischer Verlauf der Neutrophilen-Infiltration
beobachtet. Der erste Infiltrations-Peak fand sich zum Zeitpunkt 24 h nach HI. 72 h nach Hl
fiel die Zahl wieder auf das Niveau von 12 h nach HI (Abb. 4 A). Sieben Tage nach HI wurde
ein zweiter Peak nachgewiesen (Abb. 4 A). Die Gesamt-Leukozyten-Zahl wies einen
ahnlichen Verlauf auf (Abb. 4C). Interessanterweise wurde jedoch sieben Tage nach HI ein
signifikant erhdhter prozentualer Anteil von Neutrophilen im Vergleich zu allen anderen
Untersuchungszeitpunkten detektiert (Abb. 4 D).
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Abbildung 4: Biphasische und teilweise selektive Infiltration Neutrophiler nach neonataler hypoxisch-
ischamischer Hirnschadigung. Die Analyse der Neutrophilen-Infiltration erfolgte Uber durchfluss-
zytometrische Messungen in isolierten Zellen der geschadigten Hemisphare zu den dargestellten Zeitpunkten
(A). Anhand der CD45- und Ly6G-Expression wurde die absolute Anzahl infiltrierter Neutrophiler (B) und
Leukozyten (C), sowie der prozentuale Anteil Neutrophiler an der gesamten Leukozyten-Population ermittelt
(D). Die in (A) dargestellte Zellpopulationen wurde zuvor auf lebende Zellen vorgegated. n=9 fur 12 h, n= 8 fur
24 h, n=7 flir 72 h, n=9 fir 7 d; *= p<0,05, **= p<0,01, ***= p<0,001
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Um die durchflusszytometrisch ermittelten Ergebnisse zu verifizieren und dariber hinaus
auch eine Aussage Uber die raumliche Verteilung der infiltrierten Neutrophilen im
geschadigten Hirngewebe treffen zu koénnen, erfolgten im nachsten Schritt
immunhistochemische Untersuchungen zu den Zeitpunkten 24 h, 72 h und sieben Tage
nach HI. In einer anti-Ly6G/anti-NeuN-Kofarbung wurden infiltrierte Neutrophile identifiziert
und zusatzlich das Schadensausmall anhand der neuronalen Dichte analysiert. Diese
Untersuchungen bestatigten den zuvor durchflusszytometrisch beobachteten biphasischen
Verlauf der Neutrophilen-Infiltration mit Maxima 24 h und sieben Tage nach HI (Abb. 5 A).
So wurden im Median an Tag drei ca. 20-fach bzw. 60-fach weniger Neutrophile im
Vergleich zu Tag eins bzw. Tag sieben nach HI detektiert (Fig. 5 A). Innerhalb dieser
immunhistochemischen Analysen wurden zusatzlich regionale Unterschiede im
Infiltrationsmuster der Neutrophilen beobachtet, mit einer vermehrten Akkumulation von
Neutrophilen im geschadigten Hippocampus und Cortex (Abb. 5 B).
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Basierend auf diesen qualitativen Analysen wurde in einem nachsten Schritt die rdumliche
Verteilung der Neutrophilen im geschadigten Gewebe quantifiziert. Die Analysen erfolgten
aufgrund der sehr geringen Menge an infiltrierten Neutrophilen an Tag drei nach HI nur fir
die Zeitpunkte 24 h und sieben Tage nach HI, um valide Aussagen treffen zu kénnen. Diese
Untersuchungen ergaben, dass der Grofdteil der infiltrierten Neutrophilen zu beiden
Zeitpunkten im Cortex und Hippocampus vorzufinden war (Abb. 6 A). Im Cortex wurden 24
h nach Hl im Median ca. 50% und sieben Tage nach HI ca. 40% der infiltrierten Neutrophilen
nachgewiesen (Abb. 6 A). In ahnlicher Weise wurden im Hippocampus 24 h nach HI im
Median ca. 45% und sieben Tage nach HI ca. 60% der Neutrophilen detektiert (Abb. 6 A).
Im Thalamus hingegen fanden sich zu beiden Zeitpunkten nur vereinzelt Neutrophile (Abb.
6 A). Um einen mdglichen Zusammenhang der unterschiedlichen Verteilung der infiltrierten
Neutrophilen mit der regional unterschiedlich ausgepragten Gewebeschadigung infolge
einer HI zu untersuchen, wurde zusétzlich die neuronale Dichte quantifiziert (Abb. 6 B).
Wahrend im Hippocampus eine erhdhte Infiltration von Neutrophilen mit einer starkeren

Schadigung, d.h. reduzierten neuronalen Dichte assoziiert war, wurde dies im Cortex nicht
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beobachtet. Die Analyse der neuronalen Dichte lie3 auf eine besonders ausgepragte
Schadigung im Bereich des Hippocampus schlieen. Hier wurde zu beiden Zeitpunkten im
Vergleich zum Cortex eine signifikant verminderte neuronale Dichte beobachtet (Abb. 6 B).
Die héchste neuronale Dichte wurde im Cortex nachgewiesen (Abb. 6 B). Im Thalamus
wurden 24 h nach HI im Vergleich zum Cortex signifikant weniger Neurone nachgewiesen;

sieben Tage nach HI lag kein Unterschied mehr vor (Abb. 6 B).
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Abbildung 6: Neutrophile akkumulieren vor allem im Cortex und Hippocampus. Die Analysen der
raumlichen Verteilung der infiltrierten Neutrophilen erfolgten Gber immunhistochemische Kofarbungen fiir Ly6G
und NeuN 24 h und sieben Tage nach HI. Die Quantifizierung Neutrophiler (A) und NeuN positiver Zellen (B)
wurde automatisiert durchgefiihrt und der relative Anteil Neutrophiler in den untersuchten Hirnregionen
berechnet (A). n=9 fiir 24 h, n=7 fur 7 d; *= p<0,05, ***= p<0,001; CTX = Cortex, HC = Hippocampus, Thal =

Thalamus

4.1.1 In der akuten Krankheitsphase nach neonataler HI infiltrieren Neutrophile tiefer in

das geschadigte Hirnparenchym

In den folgenden Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob Neutrophile in den Gefalen
bzw. perivaskular verbleiben oder eine Infiltration tief in das Hirnparenchym stattfindet. Zur
Beurteilung der Lokalisation der Neutrophilen erfolgte eine anti-Laminin/anti-Ly6G-
Kofarbung (Abb. 7 A). Die Abstande der Neutrophilen wurden wie in 3.2.5.1.4 beschrieben
bestimmt. Die Analysen erfolgten aufgrund der sehr geringen Menge an infiltrierten
Neutrophilen an Tag drei nur fir die Tage eins und sieben nach HI. An Tag eins nach Hl
befanden sich im Median nur ca. 20% der Neutrophilen peri- oder intravaskular, ca. 45%
waren mehr als 10-30 um vom néachstgelegenen Gefall entfernt und ca. 35% wiesen eine
Entfernung von Uber 30 ym zum nachstgelegenen Gefaly auf (Abb. 7 B). Im zeitlichen
Verlauf wurde der Abstand zu den GefalRen geringer, so lagen an Tag sieben nach HI im
Median ca. 40% der Neutrophilen peri- oder intravaskuléar und nur noch ca. 20% wiesen

einen Abstand von Uber 30 ym zum nachstgelegenen Gefald auf (Abb. 7 B).
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Abbildung 7: In der akuten Krankheitsphase
infiltriert die Mehrheit der Neutrophilen tief in das
Hirnparenchym, wéahrend ein Grofteil spat-
infiltrierter Neutrophiler eine dichtere Assoziation
mit GefaBen aufweist. Die Bestimmung der relativen

Lage der Neutrophilen zu intrazerebralen GefalRen

Ly6G Pan-Laminin erfolgte in anti-Laminin/anti-Ly6G-kogefarbten Ge-
B) 100- . webeschnitten fir die Zeitpunkte ein und sieben Tage
ol = . nach HI (A). Pro Hirnregion (Cortex, Hippocampus,

o *x Thalamus) wurden drei konfokale Aufnahmen (je
.'E_ 60 _I__| 396.600 pm?) erstellt. Pro Aufnahme wurden die
% 404 _. $ @ Abstande von je zehn zufallig ausgewahlten Ly6G-
2 204 " positiven Zellen zum jeweils nachstliegenden Gefaly
B 0 = gemessen. Anhand der gemessenen Abstinde
Lo...91_____ JLo...97____. J erfolgte eine Eingruppierung in die Abstande 0-10

0-10 10-30 >30 0-10 10-30 >30 pm, 10-30 pm und >30 pm. (B). Intravaskular
Abstand zum gelegene Neutrophile wurden in die Kategorie 0-10

néchstliegenden GefaB (um) um eingeschlossen. n= 9 fir d 1, n=7 fir d 7;

*=p<0,05, **=p<0,01

4.2 Die neonatale HI bewirkt eine akute Neutrophilie im Blut, hat jedoch keinen Einfluss

auf den entwicklungsbedingten Anstieg Neutrophiler in der Milz

Inwiefern die beobachtete biphasische Infiltration der Neutrophilen in das geschadigte
Hirngewebe durch eine mdgliche Regulation der Anzahl peripherer Neutrophiler verursacht
sein konnte, wurde Uber durchflusszytometrische Analysen im Blut und in der Milz
untersucht. Dazu wurde die absolute Neutrophilen-Zahl, sowie der relative Anteil
Neutrophiler an allen Leukozyten zu den Zeitpunkten 12, 24 und 72 h sowie sieben Tage
nach HI quantifiziert. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg der absoluten Anzahl
neutrophiler Granulozyten im Blut 12 h nach HI im Vergleich zu den spateren Zeitpunkten
(Abb. 8 A). Dieser Unterschied wurde so nicht in Sham-Tieren beobachtet und war im
Median mit ca. 5x10° Zellen/ml Blut in HI-Tieren ca. fiinffach héher im Vergleich zu
gesunden schein-operierten Tieren (Abb. 8 B). Zudem war der relative Anteil Neutrophiler
in HI-Tieren im Vergleich zu Sham-Tieren zu allen gemessenen Zeitpunkten leicht,
wenngleich nicht signifikant, erhéht (Abb. 8 A, B). Analog zu den Messungen im Blut
erfolgten durchflusszytometrische Untersuchungen in isolierten Milzzellen. Im Gegensatz
zu der durch HI hervorgerufenen akuten Neutrophilie im Blut, wurden in Milzzellen keine
signifikanten Unterschiede zwischen HI- und Sham-Tieren beobachtet (Abb. 8 C, D). Im

zeitlichen Verlauf zeigte sich jedoch ein Anstieg der absoluten Neutrophilen-Zahl, wobei
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dieser sowohl in HI- als auch in Sham-Tieren zu beobachten war. Der relative Anteil der
Neutrophilen blieb jedoch im Zeitverlauf konstant (Abb. 8 C, D).
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Abbildung 8: Eine HI induziert eine akute periphere Neutrophilie und hat keinen Einfluss auf die
Neutrophilen-Zahl in der Milz. Die absoluten und relativen Neutrophilen-Zahlen im peripheren Blut (A, B) und
in Milzgeweben (C, D) wurden mittels Durchflusszytometrie zu den Zeitpunkten 12, 24 und 72 h sowie sieben
Tage nach HI bestimmt (A, C). Analog erfolgten Messungen in gesunden schein-operierten (Sham) Tieren (B,
D). n=9 HI und 5 Sham fir 12 h (fir Analysen im Blut, musste ein Sham-Tier aufgrund von Koagulation der
Blutprobe ausgeschlossen werden), n=8 HI und 4 Sham fiir 24 h, n=7 Hl und 5 Sham fir 72 h, n= 9 Hl und 4
Sham fir 7 d, *= p<0,05; **=p<0,01

4.3 Neutrophile Granulozyten werden im geschadigten Hirnparenchym aktiviert

Zur Charakterisierung der Neutrophilen wurde die Expression von CD86 und CD206
durchflusszytometrisch bestimmt. Diese Oberflachenmarker wurden urspringlich im
traditionellen M1/M2-Kozept fur Makrophagen beschrieben, welches jedoch kurzlich auch
fur Neutrophile im Modell der adulten ischamischen Hirnschadigung vorgeschlagen wurde
(Cuartero et al., 2013). CD86 wird hierbei als pro-inflammatorischer bzw. M1/N1-Marker
und CD206 als anti-inflammatorischer bzw. M2/N2-Marker angesehen. Wie aus Abbildung
9 A ersichtlich, ist der Anteil CD86 positiver Neutrophiler im Gehirn 12 und 24 h nach HI
signifikant erhdht im Vergleich zu den Neutrophilen aus dem Blut und der Milz. Wenngleich
der Anteil CD86 positiver Zellen im Gehirn mit der Zeit abnahm, sodass keine Unterschiede
zu den Werten in der Milz festgestellt wurden, bleibt hervorzuheben, dass der Anteil CD86
positiver Zellen im Blut zu allen Zeitpunkten signifikant kleiner war als im Hirngewebe (Abb.
9 A). Im Vergleich zu Sham-Tieren wurden keine Unterschiede in der Milz und im Blut von

HI-Tieren festgestellt (Abb. 9 A). Da im Gehirn von gesunden Sham-Tieren nahezu keine
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Neutrophilen nachzuweisen sind (Abb. 3 A, B), wurden lediglich Hirngewebe der HI-Tiere

untersucht.
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Abbildung 9: Neutrophile Granulozyten werden im geschédigten Hirnparenchym aktiviert. Der Anteil
CD86 positiver (A) und CD206 positiver (B) Neutrophiler wurde 12, 24 und 72 h sowie sieben Tage nach Hl in

isolierten Zellen der Milz, des Bluts und des Gehirns durchflusszytometrisch bestimmt. Reprasentative

Histogramme (links) stammen vom Zeitpunkt zwolf Stunden nach HI. n=9 HI und 5 Sham fir 12 h (fir Analysen

im Blut, musste ein Sham-Tier aufgrund von Koagulation der Blutprobe ausgeschlossen werden), n=8 Hl und 4
Sham fir 24 h, n=7 Hl und 5 Sham fir 72 h, n= 9 Hl und 4 Sham fir 7 d, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001
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Fir CD206 wurden ahnliche Unterschiede zwischen der Peripherie und dem Gehirn
beobachtet. So zeigte sich in der akuten Phase nach HI eine signifikante Erhéhung CD206
positiver Neutrophiler im Hirngewebe im Vergleich zur Milz und zum Blut (Abb. 9 B).
Bemerkenswerterweise wurde auch hier fir alle Zeitpunkte eine erhdhte CD206-Expression
auf in das Hirn infiltrierten Neutrophilen im Vergleich zu im Blut zirkulierenden Neutrophilen
nachgewiesen (Abb. 9 B). Ahnlich wie fir CD86, wurden auch fiir CD206 keine

Unterschiede zwischen Sham- und HI-Tieren in der Milz und im Blut beobachtet.

4.4 Die intraperitoneale Injektion von anti-Ly6G fihrt zu einer effektiven Reduktion
zirkulierender Neutrophiler, die in einer reduzierten Akkumulation von Neutrophilen

im geschadigten Hirngewebe resultiert

Um die funktionelle Rolle der Neutrophilen zu analysieren, erfolgte eine Depletion der
Neutrophilen Uber die intraperitoneale Injektion des Neutrophil-spezifischen Antikérpers
anti-Ly6G. Die Depletionseffizienz wurde durchflusszytometrisch im Blut gemessen. Da die
Depletionsstrategie Uber die Injektion von anti-Ly6G eine Maskierung des Ly6G-Antigens
bewirkt (Boivin et al., 2020), wurde eine spezielle Gating-Strategie zur Darstellung der
Neutrophilen als CD11b positive Zellen mit mittlerer Ly6C-Expression angewendet (Abb.
10 A). Da in der Ly6C™Population weiterhin Ly6G negative Zellen enthalten sind, erfolgte
zudem eine Markierung von GR-1, sowie die Messung der ZellgréRe (Forward Scatter =
FSC) und der Zellgranularitat (Side Scatter = SSC) (Abb. 10 A). Zunéachst wurde die
Depletionseffizienz in gesunden neun Tage alten Mausen 6, 12, 24 und 48 h nach
Antikorper-Gabe untersucht. Kontrolltiere erhielten die gleiche Konzentration des
entsprechenden Isotypkontrollantikbrpers im gleichen Volumen. Da in diesen Kontrolltieren
keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten festgestellt wurden,
wurden diese Werte in Abbildung 10 zusammengefasst dargestellt. Im Vergleich zu dem
Kontrollantikorper bewirkte die Gabe des anti-Ly6G-Antikdrpers zu allen Zeitpunkten eine
signifikante Reduktion sowohl der absoluten als auch der relativen Zellzahlen zirkulierender
Neutrophiler im Blut. Die starkste Reduktion war zu den Zeitpunkten 6 und 12 h nach

Antikorperinjektion zu beobachten.
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Abbildung 10: Die intraperitoneale Injektion eines anti-Ly6G-Antikorpers fiihrt zu einer effektiven
Reduktion zirkulierender Neutrophiler. Die Effizienz der Neutrophilen-Depletion mit Hilfe eines anti-Ly6G-
Antikorpers wurde durchflusszytometrisch im Blut neun Tage alter naiver Tiere bestimmt. Dazu wurde eine
spezifische Gating-Strategie angewendet, um die Neutrophilen unabhangig von ihrer Ly6G-Expression zu
identifizieren (A). Die Depletion erfolgte mittels intraperitonealer Injektion von zehn pg/g Kérpergewicht
Antikérper,  Kontrolltiere  erhielten die gleiche Menge des Isotypkontrollantikérpers. Die
durchflusszytometrischen Messungen erfolgten sechs, zwolf, 24 und 48h nach AK-Gabe. Die Daten der
Kontroll-Tiere wurden gepoolt, da hier keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten
festgestellt wurden (B). (Isotyp n=22, 6 h n=8, 12 h n=8, 24 h n=10, 48 h n=8; *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001;
FSC = Forward Scatter, SSC = Side Scatter

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf der Analyse der funktionellen Rolle neutrophiler
Granulozyten in der akuten Krankheitsphase nach HI. Basierend auf den Ergebnissen zur
Depletionseffizienz (Abb. 10) wurde daher entschieden, den depletierenden Antikérper 12
h nach HI zu geben, um genau den ersten Neutrophilen-Infiltrations-Peak zum Zeitpunkt 24
h nach HI (Abb. 4) zu treffen. Inwiefern eine effektive Reduktion der Neutrophilen auch in
Hl-geschadigten Tieren gegeben ist, wurde 36 h nach anti-Ly6G-Antikérper-Injektion, d.h.
48 h nach HI, sowohl durchflusszytometrisch als auch immunhistochemisch untersucht
(Abb. 11 A). Die durchflusszytometrischen Daten zeigten eine signifikante Reduktion der

absoluten und relativen Neutrophilen-Zahlen um ca. 50-60% im Blut von anti-Ly6G-
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behandelten Tieren im Vergleich zu Isotyp-behandelten Kontrolltieren (Abb. 11 B). Auch die
immunhistochemischen Analysen in geschadigten Gehirngeweben der Tiere belegten eine
signifikante Reduktion der Anzahl Neutrophiler (Abb. 11 C). Interessanterweise wurden
auch in anti-Ly6G-behandelten Tieren vereinzelt Ly6G-positive Zellen detektiert (Abb. 11
C).
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Abbildung 11: Die einmalige Injektion eines anti-Ly6G-Antikorpers reduziert die Anzahl Neutrophiler im
Blut und Gehirngewebe von HI-geschadigten Tieren. Die Neutrophilen-Depletion erfolgte 12 h nach HI, um
den Einfluss der Neutrophilen auf die HI-induzierte akute Hirnschadigung 36 h (= 48 h nach HI) nach der anti-
Ly6G-Antikorper-Gabe zu analysieren (A). Zusatzlich zu der Entnahme der Gehirngewebe wurden Blutproben
am Versuchsende entnommen (A). Die Quantifizierung der zirkulierenden Neutrophilen erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (B). Die Quantifizierung der Ly6G positiven Zellen im HI-geschadigten Hirngewebe
erfolgte automatisiert in Gewebeschnitten, die fur Ly6G und TUNEL kogefarbt waren (C). In (C) sind beispielhaft
je eine Aufnahme aus einem Isotyp-behandelten Kontrolltier und einem mit anti-Ly6G-behandelten Tier

abgebildet. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf Ly6G positive Zellen. n=16 /Gruppe; * = p<0,05*** = p<0,001
4.5 Die periphere Neutrophilen-Reduktion ist neuroprotektiv

Welchen Einfluss die Reduktion Neutrophiler auf die Hl-induzierte Hirnschadigung zum
akuten Zeitpunkt nach HI hat, wurde immunhistochemisch Uber die Quantifizierung
apoptotischer Zellen mittels TUNEL-Farbung untersucht. Diese Untersuchungen ergaben
eine signifikante Reduktion der apoptotischen Zellen in allen untersuchten Hirnregionen
(Abb. 12). So wurden im Median ca. 50% weniger TUNEL-positive Zellen in der
Gesamthemisphare von anti-Ly6G-behandelten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren
detektiert (Abb. 12 B). Bei Betrachtung der einzelnen Hirnregionen war dieser Effekt im

Bereich des Hippocampus, der durch HI am starksten geschadigten Region (Herz et al.,
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2018b; Reinboth et al., 2016), besonders ausgepragt. Hier wurde eine Reduktion um ca. 60
% beobachtet.
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Abbildung 12: Eine Neutrophilen-Reduktion vermindert die zellulire Degeneration nach HI. Die
Neutrophilen-Depletion erfolgte 12 h nach HI mittels intraperitonealer anti-Ly6G-Antikorper-Injektion.
Kontrolltiere erhielten zum selben Zeitpunkt die gleiche Menge des Isotypkontroll-Antikdrpers. 48 h nach HlI
wurden die Gehirne entnommen und die Anzahl TUNEL-positiver Zellen in immunhistochemischen Farbungen
automatisiert quantifiziert. In (A) ist eine Beispielaufnahme des Hippocampus abgebildet. Nach automatisierter
Quantifizierung der TUNEL positiven Zellen erfolgte eine Normierung auf die Flache der gesamten Hemisphare
(B), bzw. des Thalamus (C), Cortex (D) und Hippocampus (E). n=16/Gruppe; * = p<0,05, ** = p<0,01

Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass Neutrophile zur akuten Hl-induzierten
Neurodegeneration beitragen. Um diesen Zusammenhang zu stitzten, wurden
Korrelationsanalysen zwischen der Anzahl Ly6G positiver (Abb. 11 C) und TUNEL positiver
Zellen (Abb. 12) fur alle untersuchten Regionen durchgefiihrt. Wie sich bereits aus den
exemplarischen Aufnahmen des Hippocampus in Abb. 11 C abzeichnete, zeigte die
quantitative Analyse flr alle Bereiche eine signifikante positive Korrelation zwischen der

Menge an nachgewiesenen Neutrophilen und der Menge apoptotischer Zellen (Tabelle 13).

Tabelle 13: Korrelation zwischen Ly6G positiven und TUNEL positiven Zellen

Region Ly6G* Zellen / TUNEL* Zellen
Korrelationsfaktor p-Wert
Thalamus 0,4093 0,02
Cortex 0,4854 0,0049
Hippocampus 0,3577 0,0445

Fur die Korrelationsanalysen wurden sowohl Istotyp- als auch anti-Ly6G-behandelte Tiere eingeschlossen.
Aufgrund nicht parametrischer Datenverteilung in allen Regionen erfolgte die Korrelationsanalyse nach

Spearman.
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5 DISKUSSION

Die Infiltration peripherer Immunzellen in das geschadigte Hirngewebe infolge einer
neonatalen Hl ist zentraler Bestandteil der HI-Pathophysiologie (Herz et al., 2022; Herz et
al., 2018a), wobei der Beitrag unterschiedlicher Immunzellsubtypen bislang nicht gut
verstanden ist. In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf der Rolle neutrophiler
Granulozyten. Wahrend diese Zellen in der adulten ischamischen Hirnschadigung gut
untersucht sind, gab es bisher nur wenige Erkenntnisse in der neonatalen hypoxisch-
ischdmischen Hirnschadigung. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Neutrophile
das geschadigte Gehirngewebe in einem biphasischen Verlauf infiltrieren und dort aktiviert
werden. Uber die spezifischne Reduktion der Neutrophilen mittels einer anti-Ly6G-
Antikérper-Applikation in der akuten Krankheitsphase wurde dariber hinaus belegt, dass
Neutrophile zur Hl-induzierten akuten Neurodegeneration beitragen.

Zur Untersuchung des Infiltrationsverhaltens der Neutrophilen wurde zunachst ein
moglicher Zusammenhang mit der Anzahl peripher vorkommender Neutrophiler Gberpruft.
Hierzu erfolgten durchflusszytometrische und immunhistochemische Messungen in der
Peripherie und im Hirngewebe. Im peripheren Blut zeigte sich ein starker Anstieg der
absoluten Anzahl neutrophiler Granulozyten 12 h nach HI im Vergleich zu Sham-Tieren
zum selben Zeitpunkt. Bereits 12 h spater, zum Zeitpunkt 24 h nach HI, sowie zu allen
folgenden gemessenen Zeitpunkten, war keine erhohte Anzahl Neutrophiler mehr
festzustellen. Diese akute Neutrophilie im peripheren Blut ging einem Peak der
Neutrophilen-Infiltration in das geschadigte Hirngewebe zum Zeitpunkt 24 h nach HI voraus.
Dieser zeitliche Verlauf der Neutrophilen-Anzahl im Blut und Gehirngewebe lasst vermuten,
dass es zu einer Infiltration der Neutrophilen aus dem Blut in das Gehirn kam. Ein &hnlicher
zeitlicher Verlauf wurde bereits im Modell des adulten Schlaganfalls beschrieben. So
stellten Cai et al. im Mausmodell 12 h nach Ischamie einen Peak an Neutrophilen im
peripheren Blut fest, gefolgt von einem Peak Neutrophiler im geschadigten Hirngewebe ein
bis zwei Tage nach dem Insult (Cai et al., 2020). Zudem unterstitzen unsere Ergebnisse
die Daten aus klinischen Beobachtungen reifer Neugeborener mit Hl-induzierter
Hirnschadigung, die ebenfalls in den ersten Lebensstunden eine erhdhte Menge peripherer
Neutrophiler zeigten. Hervorzuheben ist, dass die Neutrophilie hier mit einem schlechteren
Outcome in der neurologischen Entwicklung der Kinder assoziiert war (Morkos et al., 2007),
was auf eine schadigende Rolle der Neutrophilen hinweist. Die Ursache fir die erhéhte
Menge an zirkulierenden Neutrophilen ist bisher ungeklart. Allerdings scheint eine durch
die Schadigung erhéhte G-CSF-Produktion, die zu einer vermehrten Neutrophilen-

Freisetzung oder -Bildung aus bzw. im Knochenmark fiihrt, moglich. Dies ist in Modellen
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des erwachsenen Schlaganfalls bereits vorbeschrieben (Denes et al., 2011; Yao et al.,
2020). Bemerkenswert war, dass fur alle untersuchten Zeitpunkte im peripheren Blut eine
geringe, wenngleich nicht signifikante, Erhéhung der relativen Anzahl Neutrophiler im
Vergleich zu gesunden Sham-Tieren nachgewiesen wurde. Am ehesten konnte dieser
Effekt auf eine Reduktion anderer Leukozyten zurtickzufihren sein, da die absolute Anzahl
zu allen gemessenen Zeitpunkten (12 h ausgenommen) zwischen HI und Sham-Tieren
ahnlich war. Dies ist insofern interessant, als dass eine erhohte Ratio von
polymorphkernigen Zellen zu Lymphozyten in klinischen Studien mit einem schlechteren
neurologischen Outcome nach neonataler HI assoziiert war (Ceran et al., 2021; Kurt, 2022).
In der Milz zeigte sich im zeitlichen Verlauf ein Anstieg der absoluten Neutrophilen-Zahl,
wobei dieser sowohl in HI- als auch in Sham-Tieren zu beobachten war und somit
vermutlich auf die Reifung des Organismus, d.h. Wachstum der Milz und generelle
Zunahme an Leukozyten in der Milz, zurlckzufliihren ist. Dies wird dadurch gestutzt, dass
der prozentuale Anteil Neutrophiler an der gesamten Leukozytenzahl in der Milz sowohl von
HI- als auch Sham-Tieren Uber die Zeit konstant blieb.

Die absolute Menge der im Hirnparenchym detektierten Neutrophilen zeigte einen
biphasischen Verlauf mit Peaks 24 h und sieben Tage nach HI. Bei Betrachtung der
relativen Neutrophilen-Zahlen an den jeweiligen Zeitpunkten fiel auf, dass der Anteil der
Neutrophilen an der Gesamtleukozyten-Population 24 h nach HI auf demselben Niveau war
wie 12 h nach HI. Dies Iasst auf eine insgesamt erhéhte Menge aller infiltrierten Leukozyten
24 h nach HI schlielen, aus der sich ebenfalls die erhdhte Menge infiltrierter Neutrophiler
ergibt. Im Gegensatz dazu wurde an Tag sieben nach HI ein signifikant erhdhter
prozentualer Anteil Neutrophiler an der Gesamtleukozyten-Zahl nachgewiesen. Hieraus
lasst sich auf eine fiir Neutrophile spezifische Infiltration zum Zeitpunkt sieben Tage nach
HI schlieRen. Zudem scheint dieses Infiltrationsmaximum unabhéangig von einer peripheren
Regulation zu sein, da zum Zeitpunkt sieben Tage nach HI kein Anstieg der Neutrophilen
im Blut festzustellen war. Hier ist einschrankend zu erwahnen, dass zwischen drei und
sieben Tagen keine weiteren Messungen erfolgten. Um auszuschliel3en, dass auch der
zweite Infiltrationspeak durch eine vorherige Hochregulation Neutrophiler im Blut begleitet
ist, waren engmaschigere Analysen zu weiteren Zeitpunkten zwischen den Peaks im
Hirnparenchym notwendig. Hervorzuheben ist, dass ein sekundarer Infiltrationspeak sieben
Tage nach HI bislang nicht im erwachsenen Schlaganfallmodell beschrieben wurde (Cai et
al., 2020; Weston et al., 2007). Das konnte darauf hindeuten, dass es sich hier um ein fur
den Neonaten spezifisches Phanomen handelt, denn sowohl das Gehirn als auch das
neonatale Immunsystem befinden sich noch in der Entwicklung (Lawrence et al., 2017;
Rocha-Ferreira et al., 2016). Daher kénnen Erkenntnisse aus der adulten Forschung nicht

ohne Weiteres auf die neonatale Hirnschadigung tbertragen werden. Dies wurde bereits
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durch die Arbeitsgruppe am Beispiel von peripheren T-Zellen gezeigt, denen im adulten
Schlaganfall eine schadigende Rolle zugeschrieben wird (Kleinschnitz et al., 2010; Kraft et
al., 2013), wahrend sie in neonatalen Mausen eine protektive Rolle zu haben scheinen
(Herz et al., 2018a).

Der durchflusszytometrisch ermittelte zweigipflige Verlauf der Neutrophilen-Infiltration in
das Hirngewebe bestatigte sich auch in den durchgeflihrten immunhistochemischen
Analysen. Dabei zeigte sich, dass die starkste Infiltration im Cortex und Hippocampus zu
beobachten war. Wahrend die Infiltration im Hippocampus mit einer reduzierten neuronalen
Dichte assoziiert war, wurde dies im Cortex nicht beobachtet. Es bleibt jedoch zu
bertcksichtigen, dass die Analysen jeweils nur zu zwei identischen Zeitpunkten
durchgefuhrt wurden. Daher sind detailliertere kinetische Analysen notwendig, um
eindeutige Schlussfolgerungen uber einen Zusammenhang zwischen der Neutrophilen-
Infiltration und dem Schadensausmal nach HI zu ziehen. Es fiel darlber hinaus auf, dass
sowohl fur die Neutrophilen-Infiltration als auch die Schadensauspragung eine teilweise
sehr hohe Variabilitat zu verzeichnen war. Die Modell-assoziierte Variabilitat ist bereits in
unterschiedlichen Studien weitlaufig beschrieben und wird zum Teil mit einer
unterschiedlich starken Vulnerabilitat der verschiedenen Hirnregionen begriindet (Batteur-
Parmentier et al., 2000; Kitagawa et al., 1998; Weston et al., 2007). Dennoch decken sich
unsere Beobachtungen mit denen von Smith et al., die in ihren Untersuchungen auch eine
ausgepragte Infiltration im Hippocampus und Cortex nach neonataler HI zeigten (Smith et
al., 2018).

Altere vorausgehende Studien postulierten, dass es in Folge einer neonatalen HI nur selten
zu einer Extravasation von neonatalen Neutrophilen in das geschadigte Hirngewebe kommt
(Bona et al., 1999; Hudome et al., 1997; Vexler et al., 2009). Dies flhrte zu der weitlaufigen
Schlussfolgerung, dass Neutrophile fir die Pathogenese der neonatalen hypoxisch-
ischamischen Hirnschadigung klinisch weniger relevant seien (Vexler et al., 2009). Eine
aktuellere Studie demonstrierte hingegen, dass eine signifikante Menge an Neutrophilen
aulerhalb der Gefale im HI-geschadigten Hirn akkumuliert (Smith et al., 2018). Dies deckt
sich mit unseren Ergebnissen, die ebenfalls zeigten, dass ein Grofteil der Neutrophilen 24
h nach HlI tief im Hirnparenchym lokalisiert war. Eine entscheidende Rolle der Neutrophilen
fur die Pathophysiologie der HI erschien uns somit mdglich.

Trotz der weitlaufig angenommenen schadigenden Rolle Neutrophiler in der ischamischen
Hirnschadigung, deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass Neutrophile nicht nur zur
Neurodegeneration beitragen, sondern Uber die Ausschittung von protektiven Mediatoren,
wie z.B. Wachstumsfaktoren und pro-angiogenen Faktoren, auch entziindungshemmend
wirken und Reparaturmechanismen férdern kénnen (Peiseler et al.,, 2019). Diese

Heterogenitdt wird zunehmend verschiedenen Untergruppen von Neutrophilen
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zugeschrieben, die urspringlich in der Tumorpathologie identifiziert (Jablonska et al., 2017)
und bisher vereinzelt in Modellen der sterilen Inflammation diskutiert wurden (Peiseler et
al., 2019). In diesem Zusammenhang wurden, ahnlich der M1/M2-Polarisation der
Makrophagen, pro-inflammatorische/anti-angiogene (N1) und anti-inflammatorische/pro-
angiogene (N2) Neutrophile beschrieben (Cuartero et al., 2013; Fridlender et al., 2009;
Jablonska et al.,, 2017; Ma et al.,, 2016). In der vorliegenden Arbeit wurden daher
Neutrophile anhand des typischerweise als M1/N1 deklarierten Oberflachenmarkers CD86
und des Ublicherweise dem M2/N2-Phanotyp zugeordneten Oberflichenmarkers CD206
genauer charakterisiert. Im Vergleich zur Milz und zum Blut wurde in der vorliegenden
Arbeit eine akute Erhdhung CD86 positiver Neutrophiler im Gehirn detektiert. Dies deutet
darauf hin, dass Neutrophile erst im geschadigten Gehirn aktiviert werden. Im Blut zeigte
sich zu allen Zeitpunkten nur eine sehr geringe CD86-Expression. Auffallig war eine
Erhéhung der CD86-Expression an Tag drei in der Milz. Diese war allerdings auch in den
Sham-Tieren zu beobachten und ist somit am ehesten als entwicklungsbedingte
Veranderung, d.h. Reifung der neutrophilen Granulozyten, und nicht als Folge der HI zu
werten. Dies wird unterstitzt durch klinische Erhebungen, die zeigten, dass bestimmte
Aktivierungsmarker (z.B. CD11b) von Neutrophilen im Neonaten schwacher exprimiert
werden als im Erwachsenen (Lawrence et al., 2017). Daruber hinaus wird das erhdhte
Risiko fur Infektionen in Neugeborenen oft mit der Unreife und eingeschrankten Funktion
und Produktion neonataler Neutrophiler begriindet (Carr, 2000; Lawrence et al., 2017).
Wenngleich die kaum nachweisbare CD86-Expression im Blut neonataler Mause dies
unterstitzt, belegen unsere Ergebnisse jedoch auch, dass neonatale Neutrophile durchaus
in der Lage sind, auf akute Gewebeschadigung und damit einhergehende sterile
Inflammationsereignisse zu reagieren.

Fir CD206 wurden ahnliche Unterschiede zwischen der Peripherie und dem Gehirn
beobachtet. Wahrend zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten lediglich in der Milz eine
erhdhte Expression 12 h nach HI im Vergleich zu 24 h und drei Tagen nach HI beobachtet
wurde, kam diese nicht bei Sham-Tieren vor. Sie ist folglich am ehesten auf die HI
zurlickzufiihren und kénnte ein Zeichen der auf sie folgenden Immunsuppression sein, da
CD206 als N2-Marker fiir anti-inflammatorisch wirkende Neutrophile dient. Ahnlich wie fir
CD86 zeigten zirkulierende Neutrophile im Blut nahezu keine CD206-Expression, wahrend
ins Hirngewebe infiltrierte Neutrophile erhdhte Expressions-Raten aufwiesen. Auch dieser
Marker wurde ahnlich wie CD86 hochreguliert, nachdem die Neutrophilen in das Gehirn
transmigriert sind. Insgesamt war der Anteil CD86 positiver Zellen hdher als der CD206
positiver Zellen, was auf eine vermehrte Polarisation in Richtung N1, also
proinflammatorischer Neutrophiler, hindeutet. Es bleibt jedoch auch zu berilcksichtigen,

dass ein nicht unerheblicher Anteil der Neutrophilen im Gehirn CD206 exprimierte, sodass
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das strikte M1/N1 vs. M2/N2 Schema fir die in vivo Situation zu simpel erscheint. Daneben
wurden in dieser Arbeit lediglich zwei typische Oberflachenmarker untersucht, weshalb eine
detailliertere  Analyse des Neutrophilen-Phanotyps notwendig ist. In diesem
Zusammenhang haben weiterfilhrende Analysen der Arbeitsgruppe belegt, dass
Neutrophile im Gehirn mehr reaktive Sauerstoffspezies produzieren als Neutrophile aus der
Peripherie (Mulling et al., 2021). Zusammenfassend legen die dargestellten Erkenntnisse
nahe, dass Neutrophile durch die geschadigte Hirngewebsumgebung aktiviert werden.
Uber die zugrundeliegenden Mechanismen der intrazerebralen Aktivierung Neutrophiler
kann derzeit nur spekuliert werden. Eine Moglichkeit ware z.B. die Freisetzung von
sogenannten DAMP (danger-associated molecular pattern)-Molekilen nach HI. Ein
Beispiel hierfir ist HMGB1 (High Mobility Box 1), fir das im adulten Modell des
Schlaganfalls gezeigt wurde, dass es zu einer vermehrten NET-Bildung im ischamischen
Hirngewebe flhrt und somit die neurodegenerativen Auswirkungen der Neutrophilen
verstarkt.

Um die funktionelle Rolle der Neutrophilen in der HIl-induzierten Hirnschadigung zu
untersuchen, wurde der Neutrophilen-spezifische Antikérper anti-Ly6G 12 h nach HI
intraperitoneal appliziert (Herz et al., 2015; Neumann et al., 2015; Yao et al., 2020). Die
Effizienz dieser Methode war allerdings umstritten, da aufgrund einer Antigen-Maskierung
nach erfolgter anti-Ly6G-Behandlung die ex vivo-Detektion mittels anti-Ly6G-Antikérper
erschwert ist (Boivin et al, 2020). Uber eine anti-Ly6G-unabhangige
durchflusszytometrische Analysestrategie, haben wir eine Reduktion der Neutrophilen um
etwa 50-60% im Blut von anti-Ly6G-behandelten Tiere im Vergleich zu Isotyp-behandelten
Kontrolltieren nachgewiesen. Auffallig war, dass wir erwartungsgemaf im Blut der mit anti-
Ly6G-behandelten Tiere keine Ly6G positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie
detektiert haben. Im Hirngewebe war jedoch eine Farbung einzelner Ly6G positiver Zellen
mit demselben Antikérper-Klon méglich. Hierfur gibt es mehrere mdgliche Erklarungen.
Einerseits konnte der sekundare anti-Ratte-Antikdrper an die mit anti-Ly6G-AK-maskierten
Neutrophilen gebunden haben. Andererseits kdnnte es zu einer intrazellularen Anfarbung
gekommen sein, da die immunhistochemischen Farbungen, im Gegensatz zur
Durchflusszytometrie, in Anwesenheit permeabilisierender Agentien durchgefihrt wurden.
Daneben ware es auch denkbar, dass die dargestellten Neutrophilen bereits vor der anti-
Ly6G-Antikorper-Injektion in das Gehirn infiltriert waren, was auf eine relativ lange
Lebensspanne von mindestens 36 h der in das Hirngewebe infiltrierten Neutrophilen
hindeuten wirde. Vor dem Hintergrund, dass die Lebensdauer der Neutrophilen unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen bisher nicht gut verstanden ist

(Hidalgo et al., 2019), erscheinen gezieltere Untersuchungen zur Lebensdauer in
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Abhangigkeit vom Organ und Zeitpunkt notwendig, um mdglicherweise selektivere
Therapien zu entwickeln.

Trotz der verbliebenen Neutrophilen wurde mit der hier gewahlten Strategie der peripheren
Neutrophilen-Reduktion, ein signifikanter Schutz vor der HI-induzierten zellularen
Degeneration in der akuten Krankheitsphase erzielt. Der naheliegende Zusammenhang
zwischen der Menge infiltrierter Neutrophiler und der HIl-induzierten Hirnschadigung in
diesem Experimentalansatz wurde zusatzlich durch Korrelationsanalysen bestatigt. Die in
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse scheinen zunachst diskrepant zu friiheren Arbeiten, die
suggerierten, dass eine Neutrophilendepletion nach stattgefundener HI nicht neuroprotektiv
wirkt (Hudome et al., 1997; Palmer et al., 2004). Die Studie von Palmer et al. unterschied
sich jedoch in der Depletionsstrategie (anti-Serum vs. spezifischer Antikdrper), deren
Uberpriifung (Blutausstrich vs. Durchflusszytometrie) und der verwendeten Spezies (Ratte
vs. Maus), die zusammen mogliche Grinde fir die abweichenden Ergebnisse sein kdnnten.
Daruber hinaus, wurde der Behandlungseffekt in den zitierten Studien lediglich anhand des
Gewebsverlusts in der gesamten Hemisphare bestimmt. Dies ist vermutlich nicht sensitiv
genug, um den zelluldren Schaden in bestimmten Hirnregionen zu erfassen. Bei der
gezielten Betrachtung der zelluldren Degeneration in unterschiedlichen Gehirnregionen
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Verbesserung.

WeiterfiUhrende Analysen zur ldentifikation der Effektormechanismen der Neutrophilen
erscheinen essenziell. Analysen der Arbeitsgruppe deuteten auf eine Modulation der
Mikroglia- und Astrozyten-Aktivierung hin (Mdlling et al., 2021), wenngleich auch hier die
Kausalitdt der Ereignisse noch zu kldren bleibt. Zudem beschrankten sich die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit auf die Bedeutung des ersten Infiltrationspeaks.
In zukinftigen Untersuchungen sollte daher die funktionelle Relevanz des sekundéren
Infiltrationspeaks, der einzigartig fir den neonatalen Organismus scheint, genauer
betrachtet werden. Dies wird durch Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit gestutzt, die eine
starkere Gefalassoziation der spater infiltrierten Neutrophilen belegen, was darauf
hindeuten koénnte, dass sich Neutrophile in Phanotyp und Funktion in diesen
unterschiedlichen Krankheitsphasen unterscheiden.

Hinsichtlich der klinischen Translation ist die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Arbeit,
dass eine Reduktion peripherer Neutrophiler bis zu 12 h nach HI neuroprotektiv wirkt. Die
Neutrophilen erscheinen somit als mogliches therapeutisches Target mit einem deutlich
gréBeren therapeutischen Zeitfenster im Vergleich zur derzeit obligaten und dennoch
limitierten Hypothermie-Behandlung mit einem Zeitfenster von 6 h (Azzopardi et al., 2014;
Maier et al., 2011). Eine Depletion aller Neutrophiler in Neugeborenen birgt jedoch viele
Risiken, weshalb sie keine Therapieoption darstellt. Denkbar ware hingegen eine Inhibition

der Infiltration Neutrophiler in das geschadigte Gewebe Uber die Blockade ihrer
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Adhasionsmolekule (z.B. VLA-4), wie bereits fir den adulten Schlaganfall vorgeschlagen
(Neumann et al., 2015). Auch eine Modulation ihres Phanotyps zu N2-Neutrophilen, wie
ebenfalls im adulten Schlaganfallmodell indiziert, ware denkbar (Cuartero et al., 2013). Fur
alle Vorschlage sollte zusatzlich Gberpruft werden, inwiefern sich diese Art der Therapie mit
einer Hypothermie kombinieren Iasst. Dies erscheint gerade in Hinblick auf die hier gezeigte
Aktivierung der Neutrophilen im Gehirngewebe wichtig. Denn eine Hypothermie flihrt zu
ganz wesentlichen Veranderungen der Gewebeumgebung, die den Erfolg adjuvanter
Therapien malfgeblich beeinflussen kann, wie kiirzlich am Beispiel einer Stammzelltherapie
gezeigt wurde (Herz et al., 2018b). Daruber hinaus gilt es zu zeigen, dass die akuten
protektiven Effekte auch zu einer langanhaltenden Neuroprotektion fihren und mit einer

besseren funktionellen Entwicklung assoziiert sind.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die neonatale Hirnschadigung infolge einer Hypoxie-lschamie (HI) ist eine der
Hauptursachen fir Tod und Morbiditat bei Neugeborenen. Die bislang einzige Therapieform
ist eine Hypothermie, die jedoch aufgrund ihres kurzen therapeutischen Zeitfensters limitiert
ist. Die Identifizierung neuer therapeutischer Ansatze setzt ein besseres Verstandnis der
HI-Pathophysiologie voraus. Zentrales Merkmal der HI-induzierten Hirnschadigung ist die
Infiltration neutrophiler Granulozyten, deren Funktion in der neonatalen HI bislang nur
unzureichend untersucht ist. Ziel dieser Studie war die Charakterisierung der Infiltration und
des Phanotyps neutrophiler Granulozyten sowie die Untersuchung ihrer funktionellen Rolle
in der neonatalen hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung.

In neun Tage alten C57BL/6 Mausen wurde eine Hypoxie-Ischamie induziert. Die Infiltration
und der Phanotyp der Neutrophilen wurden anhand des Neutrophilen-Markers Lymphocyte
antigen 6 complex locus G6D (Ly6G) sowie des N1-Markers Cluster of differentiation 86
(CD86) und des N2-Markers CD206 mittels Durchflusszytometrie und Immunhistochemie
12, 24 und 72 Stunden sowie sieben Tage nach HI analysiert. Die Untersuchung der
funktionellen Rolle der Neutrophilen erfolgte Uber die intraperitoneale Gabe eines
depletierenden  anti-Ly6G-Antikorpers. Die  Depletionseffizienz ~ wurde  mittels
Durchflusszytometrie ~ Uberprift. Die  Analyse der Hirnschadigung  erfolgte
immunhistochemisch 48 Stunden nach HI in TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
/anti-Ly6G-kogefarbten Gewebsschnitten.Mit einem Peak an Tag eins und sieben nach Hl
wurde ein biphasischer Verlauf der Neutrophilen-Infiltration nachgewiesen, mit besonderer
Auspragung in Regionen mit starker Gewebeschadigung. Im Gehirn kam es zu einer akuten
Erhéhung CD86 positiver Neutrophiler. Zirkulierende Neutrophile zeigten dagegen nahezu
keine CD86- und CD206-Expression. Generell war die Haufigkeit CD86 positiver
Neutrophiler im Gehirn hoéher als die der CD206 positiven Neutrophilen. Die
Depletionseffizienz war 12 Stunden nach anti-Ly6G-Antikorper-Injektion maximal. Die
Depletion Neutrophiler 12 Stunden nach HI bewirkte eine signifikante Reduktion der akuten
Hl-induzierten zellularen Neurodegeneration.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass Neutrophile nach Infiltration in das durch HI-

geschadigte Hirngewebe aktiviert werden. Die ausgepragte Infiltration neutrophiler
Granulozyten in stark geschadigte Regionen und die protektive Wirkung einer post-
hypoxischen Neutrophilen-Depletion deuten auf eine schadigende Wirkung Neutrophiler in
der akuten Phase der neonatalen hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung hin. Unsere
Untersuchungen legen nahe, dass eine Reduktion der Neutrophilen-Infiltration oder die
Modulation des Neutrophilen-Phanotyps maogliche neue therapeutische Angriffspunkte im

Vergleich zur bisher einzig verfligbaren Hypothermie-Behandlung darstellen kénnten.
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