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Referat

Bei operativen Eingriffen sind die Zellen des Nervensystems (NS) verschiedenen
Stressoren ausgesetzt, was neben Primar- auch zu Sekundarschadigung am
Nervengewebe fihren kann. Hier spielen vorrangig Prozesse der sterilen
Neuroinflammation eine Rolle, in dessen Kontext die Zellen u.a. oxidativem Stress
ausgesetzt sind (1, 2).

Bisher gibt es kaum Erkenntnisse Uber neuroprotektive Substanzen, welche einer
operativen Nervenschadigung vorbeugen konnen. Als solche hat sich bereits das
Nimodipin herausgestellt (3-5). Thiaminhydrochlorid (THCI) und dessen Vorstufen
Sulbuthiamin (SBT), Dibenzoylthiamin (DBT), und Benfothiamin (BFT) konnten sich
moglicherweise ebenfalls als neuroprotektiv erweisen. Thiamin ist ein essentieller
Cofaktor im Energiestoffwechsel (6, 7), dessen Mangel die Nervenleitgeschwindigkeit
senkt (6) und zur Wernicke-Enzephalopathie fuhren kann (8). Auch ein Zusammenhang
von Thiaminmangel und neurodegenerativen Erkrankungen (9), sowie traumatischen
Hirnverletzungen (7) wird angenommen. Zusatzlich wurde bereits eine neurotoxische
Wirkung des Thiaminmangels (7) und eine antiapoptotische Funktion des Thiamins und
BFT fur Endothelzellen beschrieben (10), was zur Untersuchung einer neuroprotektiven
Wirkung Anlass gab. Aufgrund dessen war das Ziel dieser Studie zu untersuchen, ob
verschiedene Thiaminderivate neuroprotektive Eigenschaften aufweisen, um diese in
Zukunft moglicherweise etwa fur verbesserte Operationsergebnisse zu nutzen.

Es wurde ein Zellmodell mit neuronalen und Schwann-Zellen entwickelt, die mit den vier
genannten Thiaminderivaten behandelt wurden. Mit diesem Modell wurde im ersten
Schritt eine Wachstumsmessung durchgefuhrt, wobei Thiamin das Wachstumsverhalten
nicht beeinflusste. Unter Hinzunahme von osmotischem oder oxidativem Stress wurde
eine mogliche Verbesserung des Zelliberlebens unter Stress durch Thiamin im Sinne
einer maglichen Neuroprotektion untersucht. Dabei konnte nicht gezeigt werden, dass
sich das Uberleben der Zellen durch Thiamin verbesserte.

Es schloss sich eine Quantifizierung antiapoptotischer Proteine mittels Western Blot
unter Stressbedingungen und Thiaminbehandlung an, um antiapoptotische
Veranderungen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Die antiapoptotischen Proteine
AKT, CREB und ERK waren bevorzugt in neuronalen Zellen und unter osmotischem
Stress schwach erhoht. Die gewonnenen Erkenntnisse geben keinen hinreichenden
Anlass zu weiteren Bemuhungen dieser Art, wenngleich Thiamin noch weiteres

therapeutisches Potential haben kénnte.

Ohlmeier, Paul: Antiapoptotische und neuroprotektive Wirkung von Thiaminderivaten in
vitro, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 80 Seiten, 2023
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1 Einleitung

1.1 Funktionelle Bedeutung des Thiamins

Thiaminpyrophosphat ist die biologisch aktive Form des Thiamins und Gbernimmt als
Cofaktor wichtige Aufgaben im Energiestoffwechsel (11-15) (Abbildung 1). Es
decarboxyliert die Pyruvatdehydrogenase (PDH), welche als zentrales Enzym des PDH-
Komplexes die Verbindung zwischen Glykolyse und Citratzyklus herstellt. AuRerdem
unterstitzt es im Citratzyclus als Cofaktor die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase und
beeinflusst damit die Umwandlung von a-Ketoglutarat zu Succinyl-Coenzym A (-CoA).

Auch im Pentosephosphatweg (PPW), der ebenfalls eng mit der Glykolyse verknUpft ist
(Abbildung 1), wird Thiamin als Cofaktor der Transketolase bendétigt. Dartuber hinaus
spielt Thiamin im Rahmen der Umsetzung verzweigtkettiger Aminosauren eine Rolle,

sowie im Rahmen der a-Oxidation in den Peroxisomen (16).

Glukose Transketolase PPW
= Bereitstellung von
Glukose-6-P ———————— Ribose-5-P Sedoheptulose-7-P Pentosephosphaten
1 ) fiir Nukleotidsynthese
Glykolyse Xylulose-5-P Glycerinaldehyd-3-P |« Redoxéquivalente
Glukose- Fruktose-6-P (NADPH) fiir andere
abbau zu 1 Teilreaktionen
Pyruvat Pyruvat Citrat
CoA
NADH Oxalacetat
Citratzyklus
PDH- PDH = Bereitstellung von
Komplex NAD* Elektronen fiir
Oxidative Atmungskette
Decarboxy- CO, a-Ketoglutarat = Aus Kohlenhydrat,
lierung von Acetyl-CoA Fettséure- und
Pyruvat a-Ketoqutarat—/ Proteinabbau
dehydrogenase
= benétigt Thiamin als Cofaktor Succinyl-CoA

Abbildung 1: Thiamin im aeroben Stoffwechsel

Vereinfachte schematische Darstellung des intrazellularen Energiestoffwechsels. Thiamin gilt als
Schlisselcoenzym, da es mehreren Enzymen von zentraler Bedeutung als Cofaktor dient.
Abbildung adaptiert nach (17-21).

Die aktuelle Forschung orientiert sich neben den oben beschriebenen biochemischen
Funktionen des Thiamins als Coenzym-Vorldufer um die nicht-coenzymabhangigen

Effekte (6), auf die im Folgenden weiter eingegangen werden soll.



1.2 Thiamin als Nahrungserganzung

Thiamin war bereits in der Antike bekannt, wichtige Erkenntnisse Uber seine enorme
Bedeutung und die Folgen einer Hypovitaminose wurden erst spat erkannt: Ende des
19. Jahrhunderts nahm die Beriberi-Krankheit in Ostasien in erschreckendem Ausmalf}
zu, da mit modernen Reisschalmaschinen zunehmend Reis ohne die vitaminreiche Hiille
konsumiert wurde (22). Dieser Zusammenhang wurde von dem niederlandischen Arzt
Eijkmann erkannt, der jedoch eine unbekannte Mikrobe vermutete. Erst 1909 konnte die
Ursache im Sinne eines Thiamin-Mangelzustands festgestellt werden. 1926 gelang
durch Jansen und Donath die erste Isolierung der Reinsubstanz und 1936 wurde die
Strukturformel durch Williams publiziert (22) (Abbildung 2).

1.2.1 Thiaminhydrochlorid

Unternehmen vermarkten den Wirkstoff heute in Form sogenannter ,Nootropika“. Dieser
Begriff subsumiert im urspringlich pharmakologischen Sinne Substanzen, denen ein
vorteilhafter Effekt auf das ZNS zugesprochen wird - dazu zahlen etwa Antidementiva.

Die Substanz Thiaminhydrochlorid (THCI) wird als Nahrungserganzungsmittel
angeboten. Etwa ein Drittel der Erwachsenen greift regelmalig zu

Nahrungserganzungsmitteln (23).

Laut Angaben der Firma Sunday Natural leistet Vitamin B1 einen Beitrag zur normalen
Funktion des NS und der Psyche, sowie des Energiestoffwechsels und des Herzens.
Aufgrund der Schlusselfunktion im aeroben Stoffwechsel der Mitochondrien werde es
besonders empfohlen flr Sportler oder Menschen mit besonderen geistigen
Leistungsanforderungen. Die Firma bietet THCI als welches die Vorstufe des
eigentlichen Coenzyms Thiaminpyrophosphat, oder auch Thiamindiphosphat darstelle
(24).

Dennoch wird Thiamin laut der Pressemitteilung der Deutschen Gesellschaft fir
Neurologie vom Marz 2018 zur Bekampfung neuropathischer Schmerzen nicht
empfohlen. Hier wird u.a. neben Cannabis-Extrakten von Thiamin und dem verwandten
BFT abgeraten (25). Die Studienlage zur Wirkung des Thiamins sei bisher insgesamt

mangelhaft — es existierten nicht gentigend Studien flr eine gute Evidenzlage (25).



1.2.2 Die ,,Weiterentwicklung“ Sulbuthiamin

Die Aufnahme von Thiamin ist limitiert durch die begrenzte Kapazitat hochaffiner
Thiamintransporter des Darmepithels (12). Dies wurde durch die Entwicklung der
lipophilen Thiaminvorstufen umgangen, die in der Lage sind, durch schnelle Diffusion

die Plasmakonzentration stark zu erhdhen (12).

Eine solche lipophile Vorstufe ist das chemisch veranderte Thiaminderivat Sulbuthiamin
(SBT). Es wurde in den mittleren 1960er Jahren in Japan entwickelt und verspricht —
ebenfalls als Nahrungserganzungsmittel - einen psychostimulierenden Effekt (26).

Ahnlich dem THCI wird SBT wegen seiner psychostimulierenden Wirkung auch als
Erganzungsmittel fir Sportler verwendet, weshalb manche Autoren es als ,maskierende
Dopingstrategie“ bewerten (26). SBT hat demnach ein Potential, welches weit Uber seine
zuerst beschriebene Funktion — Erhéhung der Gewebekonzentration zum Ausgleich

eines Mangels — hinausgehen kdnnte und weiter untersucht werden sollte (26).

Zudem kann SBT erganzend zur Therapie mit Antidepressiva verwendet werden (27).
SBT wirkt psychischer Verhaltenshemmung, welche charakteristisch flr depressive

Episoden ist, entgegen (28).
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Abbildung 2: Chemische Struktur von THCI und SBT

Dargestellt ist die chemische Struktur von THCI (links) und SBT (rechts): Bei der Herstellung des
SBT werden die Thiazolringe zweier Thiaminmolekile aufgebrochen und Uber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden. Hierdurch gehen hydrophile Molekiileigenschaften
verloren, SBT ist lipophil. Abbildung adaptiert nach (21, 29-31).



Es wirkt nach L6o et al. zwar nicht direkt antidepressiv, Probanden gaben jedoch an, im
Vergleich zur Placebogruppe affektiv, kognitiv, emotional und verhaltensbezogen von
der Substanz zu profitieren. Dabei I6ste SBT keine unangemessenen Verhaltensweisen,

Manie oder Suizidversuche aus (28).

SBT wird eine Wirkung gegen Gedachtnisstorungen zugeschrieben. Es kann eine
Erganzung zur Therapie mit Acetylcholinesteraseinhibitoren sein, wie sie in der
Alzheimertherapie bislang unterschiedlich erfolgreich Anwendung findet. Demnach hatte

SBT einen gunstigen Einfluss auf Aktivitdten des taglichen Lebens (32).

1.2.3 Weitere Thiaminderivate: Dibenzoylthiamin, Benfothiamin

Dibenzoylthiamin (DBT, Abbildung 3A) ist ebenfalls ein lipophiles Thiaminderivat. In
Mausmodellen  hatte = DBT auch einen  starken  antioxidativen  und
entzindungshemmenden Effekt (12). Dies konnte auch fir SBT gezeigt werden (26),
DBT war dabei anderen Thiaminderivaten Uberlegen (12) und ist dadurch noch
wirksamer als Benfothiamin (BFT) (21). Die Wirkung entfaltet sich sich aus coenzym-
unabhangigen Mechanismen, die eine Translokation vom Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) zur Folge hat (12, 33). Sambon et al. zufolge
sind Entzindungen und oxidative Prozesse die zwei Hauptmerkmale
neurodegenerativer Erkrankungen, woraus abgeleitet werden kénne, dass DBT gegen
diese prophylaktisch wirkt, sodass hier ein therapeutisches Potential gesehen wird.
Ahnlich dem SBT deuten Ergebnisse darauf hin, dass depressionséhnliches Verhalten

im Mausmodell reduziert werden kann (12).
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Abbildung 3: Chemische Struktur von DBT und BFT
Dargestellt ist die chemische Struktur von DBT (links) und BFT (rechts). Abbildung adaptiert nach
(21, 29, 31, 34)



BFT (Abbildung 3 B) besitzt als fettldsliche Vorstufe des Thiamins bei aquimolarer Gabe
eine 5-fache Bioverfugbarkeit gegentber Thiaminmononitrat (35). Es ist jedoch weniger
wirksam als das DBT, dabei handelt es sich um das am besten untersuchte
Thiaminderivat (12).

1.3 Versorgungssituation in heutiger Zeit

Laut Nationaler Verzehrstudie des Max-Rubner-Institut, Bundesforschungsinstitut fir
Erndhrung und Lebensmittel, erreichen 21 % der Manner und 32 % der Frauen die
empfohlenen Tagesdosen nicht (36). Fir Erwachsene wird eine Dosierung von 1,1 - 1,3
mg pro Tag bei Mannern und 1,0 mg pro Tag bei Frauen empfohlen (23, 37, 38). Laut
EFSA-Studie werden flr erwachsene Manner g zwischen 0,96 und 1,13 und Frauen
zwischen 0,78 und 0,91 mg pro Tag bendtigt (23).

Die Aufnahme von Vitamin B1 erscheint laut Bundesinstitut fur Risikobewertung in
Deutschland ausreichend, da erwachsene Manner und Frauen hier je nach Studie im
Median 1,3 - 1,8 bzw. 1,1 - 1,3 mg am Tag aufnehmen (23, 36).

Laut dieser Studie kann auf eine Erganzung der Substanz in der Nahrung verzichtet
werden und ist eine abwechslungsreiche Ernahrung ausreichend. Ein Uberangebot, also
eine Hypervitaminose, scheint kein gesundheitliches Problem zu sein, sodass keine
Hochstgrenzen festgesetzt wurden (23). Die Datenlage deutet darauf hin, dass aktuell
entsprechend den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung die

Zufuhrempfehlung fur Vitamin D, Kalzium, Folsdure und Jod gilt (23).

1.4 Thiamin-B1-Mangel

Thiaminmagel tritt im Zusammenhang mit genetischer Pradisposition, sowie alkohol-
oder nicht alkoholassoziierten Faktoren auf (15).

Die Resorption des Thiamins aus dem Darmlumen wird hauptsachlich durch den
Thiaminrezeptor 2 (THMD2) geregelt (39-42), wahrend der Thiamintransporter 1 (ThTr1)
fur die aktive Aufnahme in die Zellen verantwortlich ist (43, 44). Solute Carrier Family 13
member 3 (SLC19A3) - Mangel ist eine neurodegenerative Erkrankung, die auf
Mutationen im SLC719A3 - Gen, das fur THMD2 codiert, zurickzufuhren ist. Mause mit
SLC19A3 — Mangel, die mit mit thiaminarmer Diat gefuttert wurden, starben innerhalb
von 30 Tagen und es wurden Hirnldsionen beobachtet (45). Mehr als die Halfte der auf
dieselbe Weise behandelten Mause konnte jedoch mithilfe einer langanhaltenden
Hochdosis-Thiamintherapie Uberleben. Wurde die Thiamintherapie unterbrochen,

setzten sich die Hirnlasionen fort (45).



1.5 Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, Wernicke-Enzephalopathie und
Neurodegeneration als Folgen des Thiamin-B1-Mangels

Laut der europaischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit tragt Thiamin zu einem
normalen Energiestoffwechsel, einer normalen Funktion des NS und des Herzens bei
(38). Wegen der schlechten Speicherfahigkeit — etwa 30 mg (46) - wird es zu den
.Kritischen Vitaminen® der embryonalen Entwicklung gezahlt, da der Mangel rasch zu
Fehlbildungen fuhrt (40). Hier zu nennen ware vor allem die Lippen-Kiefer-

Gaumenspalte (40).

Ein Thiaminmangel kann, typischerweise bei chronischem Alkoholmissbrauch entstehen
(47, 48). Charakteristisch fur die heute als Wernicke-Enzephalopathie bekannte
klinische Diagnose ist die 1881 von Wernicke beschriebene Symptomtrias aus
Augenmotilitatsstorungen (11, 49), Desorientiertheit und Gangataxie (49, 50). Die
Wernicke-Enzephalopathie stellt einen akuten neuropsychiatrischen Notfall dar, der
durch einen Thiaminmangel ausgelost wird (8, 49), der haufig im Kontext alkoholischer
Suchterkrankungen auf eine Fehlerndhrung zurickzufuhren ist. Thiaminabhangige
Enzyme sind vermindert aktiv, was zu einem nervalen Zelluntergang fihrt (47). Bei
Patienten, die aufgrund eines Thiaminmangels verstarben, wurden punktartige
Hamorrhagien der Mamillarkérper (51) gefunden — daher auch die urspringliche
Bezeichnung der 1881 erstmalig von Carl Wernicke beschriebenen (Polio)encephalitis
haemorrhagica superior (15, 51).

Wenige Jahre spater beschrieb der russische Psychiater Sergei Korsakoff das
Wernicke-Korsakoff-Syndrom (15, 52), bei dem =zusatzlich Konfabulation und

Gedachtnisverlust auftreten (11, 50).

Bei einem Vitamin-B1-Mangel kommt es zur Unterbrechung und zum Erliegen der in
Abbildung 1 dargestellten oxidativen Zellatmung. Dies &uRert sich klinisch durch
Laktatazidose (7, 11) und neurologischen Stérungen wie peripherer Neuropathie.

Zellen des NS scheinen also im Gegensatz zu Zellen anderer Organe besonders von
Thiamin abhangig zu sein (51). Diese Beobachtung macht das Thiamin als potentiell

neuroprotektive Substanz so interessant.

Thiamin ist schon jetzt ein wichtiges Pharmakon in der modernen Medizin. Die Wernicke-
Enzephalopathie ist potentiell reversibel (8) und wird mit dieser Substanz behandelt (8,
53), Jedoch gibt es bislang keine einheitlichen Leitlinien fur Dosis, Art, Haufigkeit oder

Dauer der Behandlung (8).



Einige Quellen weisen auf den Zusammenhang zwischen Thiaminmangel und
Neurodegeneration (7) hin, was speziell bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) ein
wichtiger Pathomechanismus zu sein scheint (7, 54). Dennoch missen weitere
Untersuchungen durchgefuhrt werden, um die Anwendbarkeit des Thiamins gegen

Schaden des NS zu etablieren.

1.6 Die Bedeutung von Thiamin fur Lernprozessen und Psyche

Thiaminmangel, ausgel6st durch die Substanz Pyrithiamin, fuhrt im Rattenmodell zu
Lern- und Gedachtnisverlust (55). Niedrigen Thiaminspiegeln wird eine Relevanz
hinsichtlich der Atiogenese neurodegenerativer Erkrankungen zugeschrieben (12).

Die bei Versuchstieren geschadigten Mammilarkérper (55) sind wichtig fur das
episodische Gedachtnis (56) und Afferenzen aus dem an der Gedachtnisbildung
beteiligten Hippocampus minden in diese (56, 57).

Thiamin férdert ebenfalls indirekt die Neurogenese des Hippocampus (58) und kdnnte
sich so positiv auf Lernprozesse auswirken. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass
mithilfe von Thiamin die Unterdrickung der Neurogenese durch Stress reduziert werden
konnte (58). Weiterhin fuhrte Thiamin zu einem besseren Schutz der Zellen gegen
oxidativen und psychischen Stress, der durch Raubtiere ausgelost wurde. Damit bietet

Thiamin mdglicherweise Potential flr die Therapie von Angststérungen (58).

1.7 Einfluss von Thiamin auf traumatische Hirnverletzung

Thiamin kann Heilungsprozessen traumatischer Schaden férdern, so wird Thiamin ein
gunstiger Einfluss auf traumatische Hirnverletzungen zugesprochen. Es gibt Hinweise,
dass SBT dabei Folgeprozesse traumatischer Himverletzungen ginstig beeinflusst (59,
60) — und im Zusammenhang mit Schadel-Hirn-Traumata (SHT) vorrangig das haufig
auftretende Symptom der Asthenie reduziert (59).

Zentralnervose Lasionen, wie das traumatische SHT, konnen einerseits zu
Primarschadigung fuhren, dazu zahlen Kontusion, Hamorrhagie oder axonale Ruptur
(61) (Abbildung 4).

Andererseits kann es zur Akkumulation potentiell schadigender Mediatoren kommen, die
sekundare Schaden bewirken konnen, die durch ionische, metabolische oder
immunologische Veranderungen bedingt sein kénnen (61). Es kann zu ischamischen
Prozessen kommen, die durch Faktoren wie begleitende Hirnschwellung, erhdhten
Hirndruck und dadurch abnehmende Gewebeperfusion weiter verstarkt werden kann,

was zu Nekrose oder Apoptose, aber auch Regeneration fuhren kann (61).



Schadigend wirken Neuroinflammation, exzitotoxischer Stress, der durch eine massive
Freisetzung von Neurotransmittern hervorgerufen wird, und oxidativer Stress (1, 2, 60,
62-66). Studien belegen, dass die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies sowie Laktat
eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Neuroinflammation und neurodegenerativer
Erkrankungen spielt (67-69) (Abbildung 4). Das Auftreten von osmotischem Stress
wurde bereits im Sinne einer Sekundarschadigung im Rahmen von Operationen durch
lonenverschiebungen beschrieben (4, 61). Osmotischer Stress entsteht typischerweise
ebenfalls bei einem zu raschem Ausgleich einer Hyponatriamie, dadurch kann es zu

Demyelinisierung und Zelluntergang kommen (70).
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Neuroinflammation
Trauma Kontusion Osmotischer Stress
Operation Axonale Ruptur

Oxidativer Stress

Mitochondriale

Schadigung

\ 1
«{‘ p > - . ~ - \4
<) £ Regeneration > "4
® - —— 1
-« ®
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Durch zerebrale Ischamie und Bildung radikaler Sauerstoffspezies kommt es sekundar
auch zur mitochondrialen Schadigung (64). In der Literatur gibt es bereits Hinweise, dass
Thiamin die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion im Rahmen solcher
traumatischer Lasionen im Rattenmodell unterstitze (60). Dies wurde vermutlich durch
eine Aufrechterhaltung der Funktion des 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes —
hier synonym fur a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (Abbildung 1) - erreicht.
Dieser Feststellung geht die Annahme voraus, dass Symptome traumatischer
Hirnschadigungen unter anderem auf eine mitochondriale Dysfunktion zurtckzufuhren

sind.



Andere Enzyme — wie etwa die ebenfalls von Thiamin abhangige PDH (Abbildung 1)
waren im Rahmen von Hirntraumata in dieser Studie jedoch nicht verringert feststellbar.
Eine verringerte 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Funktion begunstigt hingegen nicht nur

traumatische Hirnschaden, sondern auch Neurodegeneration (71).

Das Prinzip der pharmakologischen Begrenzung der in Abbildung 4 gezeigten
Sekundarschadigung bei SHT stellt in der klinischen Praxis — trotz vielversprechender
Hinweise auf eine Wirksamkeit des SBT - eine bisher ungeléste Herausforderung dar
(64).

1.8 Thiaminmangel und Apoptose

Eine Erklarung einer moglichen antiapoptotische Wirkung des Thiamins kdnnte ein
antioxidativer Effekt sein, denn bei Thiaminmangel wurde vermehrt die Entstehung von
oxidativem Stress im Rahmen eines entzindlichen multifaktoriellen Geschehens
gemessen (7). Die antioxidative Wirksamkeit war beim DBT besonders deutlich (12).
Ein Thiaminmangel (indirekt herbeigefuhrt durch den Thiaminantagonisten Phyrithiamin)
fuhrt zu mehr Apoptosen. Zur Apoptosebestimmung wurde hierbei Annexin V gemessen.
(7, 72).

Im Kontext des Thiaminmangels besteht ein Apoptosemechanismus neuronaler Zellen
nach Jhala et al. (7) in einer mitochondrial bedingten Erniedrigung von
Adenosintriphosphat (ATP) in der Prasynapse, durch welche die Aktivitdt der Na*/K’*-
ATPase sinkt (7). Dadurch kommt es zu einer verstarkten Freisetzung von Glutamat
(Abbildung 5). Ein zusatzlicher Faktor, der den Glutamatspiegel im synaptischen Spalt
anhebt, ist eine durch Thiaminmangel bedingte Herabregulierung exzitatorischer
Aminosauretransporter 1/2 (EAAT 1/2) in den Astrozyten. Dies ist zuruckzufuhren auf
einen ATP-abhangigen Glutamatabbau, der durch Thiaminmangel beeintrachtigt ist. Es
kommt bedingt durch den Glutamatanstieg verstarkt zu Depolarisationen, die wiederum
zu einem vermehrten postsynaptischen Ca?*-Einstrom fiihren. Im Wesentlichen werden
dabei der a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure-Rezeptor (AMPAR), N-
Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR) und spannungsabhangige Kalziumkanale vom L-
Typ (VSCC) aktiviert. Der erhohte Ca*'-Spiegel filhrt schlieRlich zur Induktion der

Expression spezifischer Gene, die den Zelltod ausldsen (7) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Die Apoptose als zellulare Antwort auf Thiaminmangel.

Thiaminmangel bewirkt die Hochregulation des Apoptosis-Inducing Factor im Mitochondrium (*).
Es kommt zur Spaltung von Caspase und zur Fragmentierung von DNS. Bedingt durch Thiamin-
und damit ATP-Mangel kommt es zur verminderten Aktivitat der Na*/K*-ATPase. Dies flhrt zu
vermehrten Depolarisationen, dadurch wird indirekt vermehrt Glutamat freigesetzt (**). Die
Freisetzung wird einerseits durch Aktivierung von VSCC und anderseits durch die Steigerung der
intrazellularen Kalziumkonzentration beguinstigt. Der Thiaminmangel fiihrt dazu, dass astrozytéare
Glutamattransporter (***) nicht mehr ausreichend Glutamat in die Zelle transportieren kénnen,
sodass der Glutamatspiegel im synaptischen Spalt weiter ansteigt (7). Abbildung adaptiert nach
Jhala et al. (7).

Jhala et al. (7) weisen zusatzlich auf einen Mechanismus hin, der die Apoptose der
Astrozyten beginstigt: Durch den Thiaminmangel kommt es zum Laktatanstieg. Darauf
reagiert die Zelle mit gesteigerter Aktivitat des Na*-H*-Austauschers. Dieser sorgt fir
einen erhohten Na*-Einstrom in die Astrozyten. Dies kann einen Wassereinstrom und
dadurch bedingte Zellschwellung und Zelltod zur Folge haben (Abbildung 5). Aul3erdem
kann es durch den Na*- Einwartsstrom zu einer Umkehrung des Na*/Ca?*-Austauschers
kommen. Dies fiihrt zu einer Ca®*-Verschiebung nach intrazellular, durch die der Astrozyt

ebenfalls verstarkt zur Apoptose neigt (nicht in der Abbildung) (7, 56).
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1.9 Hypothese zum Mechanismus einer Neuroprotektion des Thiamins

Wie Dbereits gezeigt wurde, kann Thiamin gesteigerte Apoptose durch
hyperglykdmischen Stress bei Endothelzellen und Perizyten verhindert. Durch Einsatz
von Thiamin und BFT konnte eine Reduktion der Apoptose erzielt werden. Mit diesen
Ergebnissen ergeben sich Anhaltspunkte, Thiamin als Pravention gegen diabetische

Mikroangiopathien zu nutzen (10).

Neuronale Zelle Astrozyt
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Abbildung 6: Hypothese zur Apoptosepravention durch Thiamin

Die Hochregulation des Apoptosis-Inducing Factor im Mitochondrium bleibt aus (*). Dadurch wird
auch die Spaltung von Caspase 3 und zur Fragmentierung von DNS herabgeregelt. (**) Die
Na*/K*-ATPase wird in ihrer Funktion nicht beeintrachtigt. Vermehrte Depolarisationen treten
nicht auf, es kommt nicht zur vermehrten Freisetzung von Glutamat. (***) Zusatzlich kann
Glutamat nun ausreichend in die Zelle transportiert werden, sodass der Glutamatspiegel im
synaptischen Spalt nicht erhéht ist (7). Abbildung adaptiert nach Jhala et al. (7)

In Abbildung 5 wurden die Mechanismen dargestellt, die unter Thiaminmangel zur
Apoptose fuhren kdnnen. Hypothetisch kdnnte umgekehrt geschlossen werden, dass die
Substitution von Thiamin Uber eine Umkehrung dieser Mechanismen Apoptosen

reduziert, dies ist in Abbildung 6 dargestellt.

11



1.10 Die Rolle von AKT, CREB und ERK in der Apoptose

Die Proteinkinase B (AKT) ist im Sinne eines Signalweges mitverantwortlich fur die
Aufrechterhaltung des Zellzyklus, Proliferation und schutzt die Zelle (73-75). AKT
induziert die Phosphorylierung des zyklischen Adenosin-Monophosphat bindenden
Proteins (CREB) am Serinrest 133 (76). CREB ist ein SchllUsselregulator, der das
Uberleben der Zelle bei DNS-Schaden insbesondere unter Stress und Hypoxie reguliert
(77, 78).

Als Transkriptionsfaktor hat CREB hemmenden Einfluss auf die Apoptose, indem es die
Expression zellularer Gene induziert (76). Es wurde bereits gezeigt, dass CREB-
vermittelte Genexpressionen das Zelluberleben fordern (76, 79, 80), bzw. neuroprotektiv
wirken (3, 4), und auch das Wachstum und die Differenzierung der Zelle fordern kann
(79, 80). Andersherum =zeigte die experimentelle Inhibierung des AKT-CREB-
Signalwegs in Neuroblastom-Zellen vermehrt Apoptose gegen neurotoxische
Substanzen wie etwa Formaldehyd (81).

Der AKT-CREB-Signalweg ist somit an der antiapoptotischen Wirkung beteiligt. Studien
haben gezeigt, dass Apoptoseinhibitoren die proteolytische Aktivitat der Caspase 3 und
7 hemmen, und damit dem programmierten Zelltod entgegenwirken konnen (82-84).
Insbesondere der AKT-CREB-Signalweg ist auch mit der Verringerung der Aktivitat von
Caspase 3 und 7 assoziiert (Abbildung 7) (3). Bei diesen handelt es sich um
Effektorcaspasen, die irreversibel die Apoptose einleiten, indem sie den Abbau der

Zellmembran und des Zytoskelett bewirken (85-88).
Aus vermehrtem Vorkommen dieser Proteine kann auf eine antiapoptotische Funktion

der eingesetzten Substanz geschlossen werden, so kdnnen AKT und CREB als Marker

fur eine antiapoptotische Wirkung verwendet werden (89-91).

12



EGFR-Rezeptor

<> :
Zellstress \ l -
Caspase 3/7 \ ?

- Apoptose

Abbildung 7: Antiapoptotische Signalwege

Dargestellt ist der AKT-CREB-Signalweg (adaptiert nach Leisz et al. (3, 92)) und ERK-Signalweg
(s. Text).

Der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg oder p44/22 MAPK (ERK1/2) Signalweg ist gut
untersucht und spielt bei der Pathogenese vieler Tumoren eine zentrale Rolle (92-94),
da er Proliferation, Differenzierung (92) und Antiapoptose — durch die
Aktivitatsmodulierung apoptotischer Proteine wie BAD und BCL-2 - induzieren kann (94).
Unter anderem ausgeldst durch Signale am EGFR-Rezeptor kann innerhalb dieses
Signalwegs RAS aktiviert werden, welches bei Tumoren das am haufigsten mutierte
Onkogen darstellt. Am Ende des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs stehen ERK 1 und 2.
Diese bewirken neben der oben beschriebenen Funktion des Signalwegs auch selbst
eine Verstarkung des Signalwegs, da sie die Expression von EGFR- Liganden férdern,
sodass das Potential von Antiapoptose, aber auch von Entartung weiter ansteigt (92).
Diese Eigenschaften qualifizieren ERK 1/2 neben AKT und CREB als Marker fir
Antiapoptose.
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2 Zielstellung

Ziel der Arbeit war es, im in vitro Modell gezielt osmotische bzw. oxidative
Stressbedingungen zu schaffen und zu beleuchten, in welchem Ausmalf die Zellen auf
Schadigung mit Apoptose reagieren. Die Zellen sollten systematisch mit THCI, SBT,
DBT und BFT behandelt werden. Im direktem Vergleich sollte sollte das neuroprotektive
Potential von den genannten Substanzen quantifiziert und qualitativ untersucht werden,
da bisher Daten fur diese Anwendung in dieser Form nicht existieren.

Ferner sollen Auswirkungen von osmotischem sowie oxidativem Stress untersucht und
miteinander vergleichbar gemacht werden. Méglich waren auch unterschiedlich effektive
antiapoptotische Wirksamkeiten bei Nerven- und Schwann-Zellen. Das Modell wurde mit
diesen beiden Zelltypen gewahlt, um eine mogliche neurochirurgische
Operationssituation abzubilden.

Aufgrund der in der Einleitung dargestellten Hinweise aus experimentellen Arbeiten
darauf, dass Thiamin apoptosehemmend wirkt, erscheint die Anwendung in der
chirurgischen Praxis naheliegend. Ob sich die bisherigen Erkenntnisse in die
Neurochirurgie Ubertragen lassen, ist bisher unklar. Hierfir soll in der vorliegenden
Studie ein grundlegendes Verstandnis hergestellt werden, welches Kklinische

Anwendung im Zusammenhang mit Operationen finden konnte.
In Hinblick auf diese Motivation der vorliegenden Studie stellten sich folgende Fragen:

i. Ist das Thiamin gut vertraglich in vitro? Beeinflusst es die
Zellproliferationsgeschwindigkeit? Gibt es Hinweise fur methodenbedingte
Zytotoxizitat, die durch das Thiamin ausgelost wird?

ii. Kann Thiamin den Zelltod der Zellen unter Stress quantitativ verringern? Wenn
es Effekte gibt, wie deutlich sind diese?

a. Welche Unterschiede der Wirksamkeit zeichnen sich abhangig von der
Wahl des Zelltyps ab?

b. Lasst sich eine Aussage dariber treffen, ob Thiamin eher gegen
osmotischen oder oxidativen Stress schutzt? Bestatigt sich das Thiamin
als antioxidativ wirksam?

iii.  Entfaltet Thiamin mdglicherweise eine antiapoptotische Wirkung im vorliegenden
Modell, die auf molekularer Ebene nachweisbar ist?
a. Verandert sich dabei die Menge antiapoptotisch wirksamer Proteine?
b. Andert sich der Grad der Phosphorylierung dieser Proteine und sind die

Proteine starker aktiviert?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien, Chemikalien, Gerate

Materialien
Artikel

Einmalspritzen 20 ml
Kryogefalle 1,5 ml
Neubauer-Zahlkammer
Pasteur Glaspipetten

Petrischalen (60,1 cm?)

Pipettenspitzen
Reaktionsgefald 1,5 ml
Serologische Glaspipetten
Spritzenfilter
Zellkulturflaschen (75 cm?,
175 cm?)

Zellkulturtestplatte 24-Loch

Zellkulturtestplatte 96-Loch
Zellkulturtestplatte 96-Loch

schwarz
Zellschaber
Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Hersteller, Firmensitz

B.Braun, Melsungen (Deutschland)

Sarstedt AG, Numbrecht (Deutschland)

Heinz Herenz, Hamburg (Deutschland)

DWK Life Sciences (Kimble), Wertheim (Deutschland)
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen
(Schweiz)

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf (Deutschland)
Sarstedt AG, Numbrecht (Deutschland)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Sarstedt AG, Numbrecht (Deutschland)

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen
(Schweiz)
Sarstedt AG, Numbrecht (Deutschland)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (Deutschland)

Sarstedt AG, Numbrecht (Deutschland)
Greiner, Bio-One, Frickenhausen (Deutschland)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (Deutschland)

Medien und Substanzen fir die Zellkultur und Versuche

Artikel

0,5% Trypsin-EDTA-L6sung

DMEM mit
Phenolrotindikator
DMEM-F12 mit
Phenolrotindikator
FKS
L-Alanyl-Glutamin

Hersteller, Firmensitz
ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)
ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
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PBS Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline
Penicillin (10.000 U/ml)
/Streptomycin (10.000

pg/ml)

RPMI mit Phenolrotindikator

RPMI ohne
Phenolrotindikator
Ampuva Spullésung
Benfothiamin
Dibenzoylthiamin
DMSO

Ethanol

Methanol

NacCl

Protease & Phosphatase-
Inhibitor

Salzsaure, 32%
B-Mercaptoethanol
Sulbuthiamin
Thiaminhydrochlorid
Triton X

Komplettsysteme

Artikel

Cell Proliferation Kit Il
(enthalt XTT)

Cytotoxicity Detection Kit
(LDH)

Pierce BCA Protein Assay
Kit

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)
ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

Fresenius Kabi, Bad Homburg (Deutschland)
Tokyo Chemical Industry, Tokyo (Japan)
Combi-Blocks, San Diego (USA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
AmBeed, Harlington Heights (USA)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Hersteller, Firmensitz

Roche, Basel (Schweiz)

Roche, Basel (Schweiz)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

Substanzen fiir SDS-PAGE und Western Blots

Artikel
2-Propanol

Acrylamid

Hersteller, Firmensitz
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
Serva, Heidelberg (Deutschland)
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APS

Bromphenolblau
Benzonase Nuclease
Gelkassetten
Glycerol

Milchpulver
Nitrocellulose Blotting
Membran 0,45 umol/l
Page Ruler Prestained
Protein Ladder
Ponceau S

SDS

TEMED

TRIS

Tween 20

Western Blot-

Detektionsreagenz

Primare Antikorper

Anti-GAPDH (Kaninchen)
Anti-AKT (40D4, 2920S,
Maus)

Anti-CREB (48H2, 9197S,
Kaninchen)

Anti-ERK1/2 (p44/42

MAPK, 9102S, Kaninchen)

Anti-p-AKT (Ser473, DOE,
4060S, Kaninchen)
Anti-p-CREB (Ser133,
87G3, 9198S, Kaninchen)
Anti-p-Erk1/2
(Thr202/Tyr204, 91018,

Kaninchen)

Sekundare Antikorper

Anti-Kaninchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)
Reatec, Dubendorf (Schweiz)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
Amersham/ Cytiva, Marlborough (USA)

ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
ThermoFisher Scientific, Gibco, Waltham (USA)

Cell Signaling Technology, Danvers (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers (USA)

Cell Signaling Technology, Danvers (USA)

Cell Signaling Technology, Danvers (USA)

Cell Signaling Technology, Danvers (USA)

Cell Signaling Technology, Danvers (USA)
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3.2 Zellkulturen
3.2.1 Kultivierung der Zellen

Fir alle Versuche wurden die immortalisierten Zelllinien Schwann-Zellen (SW10, CLR-
2726, American Type Culture Collection, Manassas, USA) und neuronale Zellen
(RN33B, CLR-2825, American Type Culture Collection, Manassas, USA) verwendet. Die
Schwann-Zellen wurden in Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) kultiviert. Die
neuronalen Zellen wurden in DMEM-F12 kultiviert. Zu allen Medien wurden 10% fetales
Kalber Serum (FKS), 2 mmol/l L-Alanyl-Glutamin und 100 pg/ml Penicillin-Streptomycin
zugesetzt. Vor Verwendung des FKS erfolgte zunachst eine Hitzeinaktivierung fur eine
Stunde bei 56 °C im Wasserbad. Die Inkubation wurde in Zellkulturflaschen mit einer
Oberflache von 75 cm? bei 37 °C mit 5 % CO. durchgefiihrt. Sdmtliche Arbeiten fanden

unter sterilen Bedingungen (Sterilbank) statt.

3.2.2 Passage

Ab einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die Zellen passagiert (ca. alle 3-4 Tage). Das
Medium wurde verworfen, die Zellen wurden mit 5 ml Phosphatgepufferter Salzldsung
(PBS) gewaschen und mit 1-2 ml 0,05 % Trypsin/EDTA-LOsung versetzt. Dies fuhrte zur
proteolytischen Ablésung der Zellen. Nach vollstandiger Ablésung wurde diese durch
einen Uberschuss FKS-haltigen Mediums gestoppt. Die Zellen wurden anschlieBend

zentrifugiert und in neuem FKS-haltigen Medium resuspendiert.

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Fiar die Versuche wurden die Zellen mithilfe der Neubauer-Zahlkammer ausgezahilt.
Hierbei handelt es sich um einen Objekttrager, der Flussigkeit eines definierten
Volumens aufnehmen kann (0,1 pl pro GroRquadrat). Die durchschnittlich gezahlte

Zellzahl aus einem GroRquadrat ergibt die Zellzahl x10* je Milliliter.

3.2.4 Zellkonservierung

Zur dauerhaften Konservierung wurden die Zellen nach o.g. Proteolyse zentrifugiert, in
Einfriermedium (90 % FKS, 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)) aufgenommen und in
Kryogefallen bei-150 °C eingefroren. Zur Rekrutierung der eingefrorenen Zellen wurden
diese aufgetaut und in 10 ml 37 °C warmes Medium gegeben, zentrifugiert, in neuem
Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche gegeben. 24 h spater wurde ein

Mediumwechsel durchgefuhrt.
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3.3 Behandlung der Zellen

3.3.1 Vorbereitung der Zellen und Thiaminbehandlung

Far alle Experimente wurden mindestens drei unabhangige Replikate durchgefuhrt. Die
Zellen wurden jeweils mithilfe von Trypsin-EDTA von der Wachstumsflache der
Zellkulturflasche geldst und in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-Medium mit 5 %
FKS ausgesat. Nach 24 Stunden Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Zellen einem
definierten Stressprogramm ausgesetzt (Abbildung 8). Die Vorbehandlung erfolgte 4
Stunden vor Stressinduktion mit THCI (gelost in RPMI), SBT (gel6st in DMSO), DBT
(geldst in DMSO), oder BFT (geldst in Ethanol mit HCL) in folgenden Konzentrationen
(Abbildung 8). Alle gelésten Substanzen wurden zuvor alliquotiert, lichtgeschitzt bei -
20° C gelagert und vor Gebrauch zentrifugiert sowie durchmischt. Die unbehandelten
Kontrollzellen wurden mit entsprechender Konzentration des reinen Ldsungsmittels
(Vehikel) behandelt.

Stress

Neuronale Zellen Schwann-Zellen 1. oxidativer Stress (2 % EtOH)
(RN33B)& : 20 (SW10_) 2. osmotischer Stress (150 mM NacCl)

Messmethodik 24 h nach Stress

1.  Wachstumsmessung (ohne Stress)

2. Zelltod-Messung mittels LDH-
Aktivitat

3. Western-Blot-Analyse

Thiaminhydrochlorid (ThCl) 10 uM, 20uyM  RPMI

Vorbehandlung

Sulbuthiamin (SBT)

5 uM, 10 uM DMSO
Dibenzoylthiamin (DBT)
Benfothiamin (BFT) Ethanol/HCL

Abbildung 8: Grundaufbau der Hauptversuche

Versuchsprotokoll: 24 Stunden nach Aussaat wurden mit Thiaminderivaten oder reinen Vehikeln
vorbehandelte Zellen mit oxidativem oder osmotischem Stress versetzt. Die Vorbehandlung
wurde 4 h vor dem Stress durchgefiihrt. 24 h nach dem Stress erfolgte eine Messung der
Laktatdehydrogenase (LDH)-Konzentration, um quantitative Unterschiede des Zelliiberlebens zu
untersuchen, alternativ eine Western Blot-Analyse, um zellmolekulare Zusammenhange zu
analysieren.
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3.3.2 Stressinduktion

Die Zellen wurden entweder mit osmotischem oder oxidativem Stress versetzt, nachdem
sie 4 h zuvor Stunden mit Thiamin behandelt wurden. Die Kontrollzellen wurden keinem
Stress ausgesetzt.

Der osmotische Stress wurde unter Zugabe von 150 mmol/l Natriumchlorid (NaCl)
induziert (4). Zunachst wurde eine 1,5 mol/l NaCl-Losung mit destilliertem Wasser (Aqua
dest.) hergestellt und steril gefiltert. Zugabe von frischem Medium ergab anschliel3end
die Endkonzentration von 150 mmol/l. Der oxidative Stress wurde induziert, indem 2 %
EtOH zugegeben wurde. In Vorstudien konnte gezeigt werden, dass sich mithilfe von 1,6
— 2,0 % EtOH eine Zytotoxizitat von etwa 50 % erreichen Iasst (5).

Die Kontrollzellen wurden mit der gleichen Menge Aqua dest. behandelt.

3.4 Zellstressunabhangige Wachstumsmessung mittels XTT-Messung

5 x 10° Schwann-Zellen wurden in 100 pl Medium auf 96-Loch-Platten ausgesét.

Alle Zellen wurden entweder mit DMEM (5 % FKS), RPMI (5 % FKS) oder RPMI (1 %
FKS) inkubiert. Die Zellen wurden jeweils mit 10 pmol/l oder mit 20 pmol/l THCI
vorbehandelt. Die Wachstumsmessung wurde nach 24, 48, 72 und 96 Stunden
Inkubation bei 37 °C mit 5 % CO. durchgefiihrt, wobei das Cell Proliferation Kit Il
verwendet wurde. Das Tetrazoliumsalz 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino)carbonyl]-hydroxid  (XTT) (gelb) wird durch  mitochondriale
Dehydrogenasen zu Formazan (orange) reduziert, was einen Farbumschlag zur Folge
hat. XTT und Elektronenkopplerreagenz wurden entsprechend den Herstellerangaben
im Verhaltnis 1:50 gemischt und nach Zugabe wurden die Zellen vier Stunden bei 37 °C
mit 5 % CO: inkubiert. AnschlieRend wurde die Absorptionsbestimmung mithilfe eines

Plattenlesegerats bei einer Wellenlange von 492 nm durchgefuhrt.

Fur die Berechnung der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit wurde jeweils das
Zeitfenster mit der niedrigeren Verdopplungszeit betrachtet. Daflir wurde die
Verdopplungszeit innerhalb von zwei Messzeitpunkten bestimmt und Gberprift, ob ein
exponentieller Anstieg des Wachstums der untersuchten Zellen zwischen 48 h - 72 h
oder 72 - 96 h nach dem Einsden vorlag. Die Messpunkte aus einem exemplarischen
Replikat sind in

Abbildung 9 dargestellt. Die Verdopplungszeit lie3 sich, wie hier gezeigt, ableiten durch
Einsetzen des Absorptionswerts (A) der beiden Messpunkte nach 48 h und nach 72 h

mithilfe der Formel:

Verdopplungszeit in h = Ln(2)*(t2-t1)/(A2-A1)
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In diesem Beispiel wurde die Verdopplungszeit also anhand der Werte nach 72 h und
96 h bestimmt, da die Verdopplungszeiten in diesem Zeitraum kleiner waren als die
Verdopplungszeiten im Zeitraum nach 48 h und nach 72 h, wie die Gegenuberstellung
der Durchschnittszeiten zeigt (,&“ Abbildung 9).

ohne 10 pM 20 pM 50 pM  ——100 pM

[THCI] in Vs
umol/l Messpunkte in h 48 -72h 72-96h '
24 48 72 96 Verdopplungszeitin h E 20
N
-| 047 090 146 218 29,88 2291 ¥,
5
10| 0,40 091 143 2,23 31,69 20,97 ¢
(<]
20| 043 094 155 220 27,18 2552 &
<]
50 | 0,41 093 1,49 232 29,95 20,06 50-5
100 | 043 0,86 1,46 1,99 28,05 31,22
0 24 48 72 96
(%] 29,3 24,1 Zeitinh

Abbildung 9: Beispiel einer Wachstumsmessung

Links dargestellt ist ein reprasentatives Replikat gemessener Absorptionen der Schwann-Zellen.
Durchgefiihrt wurden die Messungen mit Zellen, die entweder nicht, oder mit 10, 20, 50 oder 100
pmol/l THCI behandelt wurden. Die Absorption stieg nach ein, zwei, drei oder vier Tagen fur alle
Zellen. Rechts ist der Zusammenhang grafisch dargestellt. AnschlieRend wurde die
Verdopplungszeit im Zeitraum zwischen den Messpunkten nach 48 h und nach 72 h einerseits
sowie nach 72 h und nach 96 h andererseits bestimmt (zwei Spalten in der Abbildungsmitte).
Diese Werte wurden anschlieRend verrechnet mit den beiden weiteren Testwiederholungen
(insgesamt 3 biologische Replikate). Es ergaben sich fir jede Konzentration also Mittelwerte
dieser Replikate, die in Abbildung 12 - Abbildung 14 grafisch dargestellt sind.

Aus den so bestimmten Verdopplungszeiten der drei Replikate wurden arithmetische
Mittelwerte bestimmt und es ergaben sich mittlere Verdopplungszeiten (tv, Abbildung 12
- Abbildung 14).

Dieser Versuch wurde nicht mit neuronalen Zellen wiederholt, da es sich hier um einen
Vorversuch handelte, bei dem an den Schwann-Zellen stellvertretend eine fehlende

Beeinflussung des Wachstums gezeigt werden konnte (siehe Ergebnisteil).

3.5 Ermittlung der Zytotoxizitat mittels Messung der
Laktatdehydrogenase

Schwann- und neuronale Zellen wurden in 24-Loch-Zellkulturtestplatten ausgesat
(Schwann-Zellen 5x10* und neuronale Zellen 15 x 10* Zellen mlI™ und pro Loch, 1 ml je
Loch) und anschliefend mit 10 bzw. 20 pymol/l THCI, 5 bzw. 10 ymol/l DBT, 5 bzw. 10
pumol/l SBT oder 5 bzw. 10 ymol/l BFT vorbehandelt (Abbildung 8). Jede Konzentration
wurde fir jeden Zelltyp und fir jeden Stresstyp (oxidativ und osmotisch) in dreifacher

Wiederholung getestet.
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24 h nach Stressinduktion wurden die Zellen auf Zelltodraten untersucht. Verwendet
wurde hierfur das Cytotoxicity Detection Kit. Das Funktionsprinzip der
Zytotoxizitdtsmessung beruht auf der Freisetzung von Lactatdehydrogenase
Laktatdehydrogenase (LDH) durch avitale Zellen. Pyruvat wird durch freigesetzte LDH
zu Laktat umgewandelt und aus Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)" entsteht NADH.
Dieses bewirkt die Umsetzung von Jodtetrazoliumchlorid (INT) zum Farbstoff Formazan
(Abbildung 10).

Formazan < — INT
7 N
/ NAD+ NADH
Endpunktmessung ‘«\ 7
Laktat | Pyruvat

LDH

Apoptotische Zelle

Abbildung 10: Prinzip der Zytotoxizitdtsmessung

Prinzip der Zytotoxizitdtsmessung nach Schadigung mit osmotischem oder oxidativem Stress.
*LDH gelangt durch Zellschaden in das Umgebungsmedium (proportional zum Zelltod).
Abbildung adaptiert nach Darstellung in der Anlage des Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Basel
(Schweiz).

Unmittelbar vor jeder Messung wurde eine Lysekontrolle durchgefihrt, indem Proben
aller unterschiedlich gestressten Zellreihen mit 20 pl Triton X pro ml Medium lysiert
wurden.

AnschlieRend wurden 100 ul des Zelliberstandes in Triplikaten auf eine 96-Loch-
Zellkulturtestplatte Ubertragen. Far die Absorptionsbestimmung des
Zellmediumiberstandes bei 492 nm Wellenlange wurde der Tecan reader infinite F200
pro verwendet.

Die Sterberaten wurden dabei stets errechnet, indem die Messreihen auf die
entsprechenden Lysekontrollen bezogen wurden, welche definitionsgemald zu 100 %
starben. Die im Triplikat vorliegenden Messreihen wurden anschlieRend mit dem
Triplikat der jeweiligen unbehandelten Kontrollgruppe mithilfe eines zweiseitigen

ungepaarten t-Tests verglichen.
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3.6 Proteinanalyse

3.6.1 Proteinisolierung

Die Schwann-Zellen oder neuronalen Zellen wurden auf Zellkulturschalen mit einer
Wachstumsflache von 58 cm? ausgeséat und bis zu einer Konfluenz von ca. 70 %
inkubiert. Anschlielend wurden sie mit 10 ymol/l THCI, 5 pmol/l STH, 5 umol/l DBT oder
5 pmol/l BTH vorbehandelt. Vier Stunden spater wurden sie — wie oben beschrieben —
osmotischem oder oxidativem Stress ausgesetzt. 24 h spater wurden die Zellen zweimal
mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor versetzt.
Anschlieend konnten die Zellen mit einem Zellschaber von der Oberflache geldst und
in 1,5 ml Reaktionsgefalle uberfuhrt werden. Diese wurden bei 4 °C funf Minuten
zentrifugiert und das Zellpellet anschlieRend zur weiteren Analyse bei -20 °C
eingefroren.

Die Proben wurden zur Proteinkonzentrationsbestimmung auf Eis aufgetaut und mit je
0,25 yl Benzonase (240 Einheiten/ul) in PBS versetzt, was ein DNS-Verdau der Proben
innerhalb von 30 Minuten zur Folge hatte. AnschlieBend wurde jede Probe mit 70 pl
Laemmli-Puffer (Tabelle 1) ohne B-Mercaptoethanol versetzt und bei 95 °C 5 Minuten
temperiert. Laemmli-Puffer enthalt Sodiumdodecylsulfat (SDS), dessen negative Ladung
die Eigenladung der Proteine Uberdeckt und somit eine gelelektrophoretische
Auftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach

molekularer Masse ermdglicht.

Tabelle 1: Zusammensetzung Laemmli-Puffer

TRIS HCI pH 6,8 125 mmol/I
Glycerol 20 %

SDS 4 %
Bromphenolblau 0,002 %
B-Mercaptoethanol 5%

3.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Hierfir wurde das Pierce® BCA Protein Assay Kit verwendet und nach
Herstellerangaben verfahren. Das Messverfahren beruht auf dem Prinzip, dass Proteine
mit Cu®*-lonen komplexieren und zu Cu*-lonen reduzieren. Diese Kupferionen bilden mit
Bicinchoninsdure (BCA) einen violetten Farbkomplex, der photometrisch gemessen

werden kann.
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Es wurden die im Kit enthaltenen Kalibrierstandards mit definierten Konzentrationen
zwischen 25 und 2000 ug/ml Rinderserumalbumins (BSA) hergestellt. Von diesen
konnte die optische Dichte ermittelt werden.

Neben den BSA-Kalibrierstandards wurden die Proteinproben (Abschnitt 3.6.1)
zentrifugiert, geschuttelt, jeweils 1:10 verdunnt in Triplikaten auf eine 96-Loch-Platte
aufgebracht und mit 200 pl eines BCA-Substrates versetzt. Die Testplatte wurde
anschlief3end bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert und danach im Photometer bei 595 nm
Wellenlange gemessen.

Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der gemessenen optischen Dichte und
der bekannten BSA-Konzentration (R = 0,99), so dass mittels des Anstiegs der
Eichgeraden (y = mx) und der optischen Dichte der Proben die Konzentration errechnet
werden kann. Dabei ist m je nach Eichgerade und Versuch unterschiedlich.

Aus dem Zusammenhang der zuvor bekannten BSA-Konzentrationen und der
gemessenen optischen Dichte der BSA-Kalibrierstandards lie® sich eine Formel
(Abbildung 11) generieren, die sich schliellich auch auf die Proteinproben anwenden
liel3.

0,50
0,45
0,40
0,35

0,30

y =0,0002x

0.25 R#=0,99

0,20
0,15

Optische Dichte bei 595 nm

0,10
0,05

0,00 &*
0 500 1000 1500 2000

Proteinkonzentrationin yg/ml

Abbildung 11: Reprasentatives Beispiel einer Eichgeraden
Die gemessene optische Dichte wird gegen die Konzentration des BCA aufgetragen.

Durch Einsetzen der optischen Dichte der Proteinproben konnte so die vorliegende
Proteinkonzentration ermittelt werden.
AbschlieRend wurden die Proben mit 5 % B-Mercaptoethanol versetzt und 5 Minuten bei

95 °C temperiert. Dieser Schritt diente zur Aufspaltung der Disulfidbricken.
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3.6.3 SDS-PAGE

Zur Vorbereitung wurden Gele mit 10 % SDS-Polyacrylamid hergestellt (Tabelle 2).
Ammoniumperoxidsulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurden zuletzt
hinzugegeben. Sie dienen als Radikalstarter und bewirken die Polymerisierung des
Gels.

Tabelle 2: Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels

Trenngel [ml] Sammelgel [ml]
Wasser 4,8 2,4
40 % Acrylamid 2,5 0,5
1,5 mol/l Tris pH 8,8 2,5 -
0,5 mol/l Tris pH 6,8 - 1
10% SDS 0,1 0,04
10% APS 0,1 0,04
TEMED 0,004 0,006

Zuerst wurde das Trenngel in die Gelkassetten eingefullt und mit einer Schicht 2-
Propanol bedeckt, um die Bildung von Luftblasen zu verhindern. Anschlieend wurde
das Sammelgel wurde auf das polymerisierte Trenngel gegossen und Probenkamme flr
10 Geltaschen eingesetzt. Nach Polymerisation konnten die fertigen Gelkassetten
entweder sofort verwendet oder in feuchten Tlchern bei 4 °C gelagert werden.

Die Gelkassetten wurden in eine Gellaufkammer eingespannt und die Probenkdmme
entnommen. AnschlielRend wurde der Laufpuffer (Tabelle 3) eingefillt und jede Spur des
Gels mit 30 pg Proteinlysat beladen. Als Marker wurde der Page Ruler Prestained
Protein Ladder verwendet. Die Fokussierung im Sammelgel erfolgte zunachst fur 30
Minuten bei 55 V, dann flr ca. eine Stunde bei 90 V und anschlie3end erfolgte die
Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht im Trenngel fur ca. zwei Stunden bei
120 V.

Tabelle 3: Zusammensetzung des TRIS-Glycin-Laufpuffers

TRIS 2,5 mmol/l
Glycin 19,2 mmol/l
SDS 0,01 %
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3.6.4 Western Blot

Die Gelkassetten wurden geotffnet und das Trenngel auf eine Nitrozellulosemembran
aufgebracht. Senkrecht zum Polyacrylamidgel wurde ein elektrisches Feld mit 0,9
mA/cm? angelegt. Die schon elektrophoretisch aufgetrennten Proteine besitzen durch
die Denaturierung mittels SDS eine negative Nettoladung und migrieren auf die positiv
geladene Membran, wo sie durch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden werden.
Zur Unterstitzung der Migration wurden drei verschiedene Transferpuffer (Tabelle 4)
verwendet, die jeweils Methanol enthalten, welches die Bindung zwischen SDS und
Proteinen lockert. Dadurch werden die Proteine besser an die Membran gebunden. Es

wurden je drei Filterpapiere mit den Transferpuffern getrankt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Transferpuffer

pH-Wert | TRIS 6-Aminohexansaure | Methanol
Anodenlosung | 10,4 300 mmol/l, 20 %
Anodenlosung Il 10,4 25 mmol/l 20 %
Kathodenlosung Ill | 7,6 40 mmol/l 20 %

Das Blotten erfolgte fir 90 min, danach wurde das Gel verworfen und die
Nitrozellulosemembran zum Proteinnachweis mit Ponceau S gefarbt. Es folgte eine
Blockierung der Membran fir eine Stunde in 5 % Milchpulver, welches in Tris-gepufferter
Kochsalzlésung (TBS) mit Tween 20 (TBS-T) (Tabelle 5) geldst wurde. Dieser Schritt

dient der Blockierung unspezifischer Antikdrperbindungsstellen.

Tabelle 5: Zusammensetzung des TBS-Puffers

TBS NaCl 150 mmol/I

TRIS HCI pH 8,0 10 mmol/l
Zur Herstellung von | Tween 20 0,05 %
TBS-T zusatzlich

AnschlieRend wurde die Membran tGber 12 h mit den spezifischen Antikérpern AKT und
p-AKT, CREB und p-AKT, ERK1/2 und p-ERK und GAPDH bei 4 °C mithilfe eines
Rollenmischers inkubiert. Die Antikdrper wurden dabei je nach Herstellerangaben mit 5
% Milchpulver in TBS-T oder 5 % BSA in TBS-T gel6st (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Vorbereitung der Antikorper gemal Produktanlage von Cell Signaling Technology,
Danvers (USA)

Bezeichnung Konzen- | GelGst in
tration
Primare Anti-GAPDH (Kaninchen) 1:1000 5 % BSA in TBS-T
Antikorper Anti-AKT (Maus) 1:2000 5 % Milchpulver in
TBS-T
Anti-CREB (Kaninchen) 1:1000 5 % BSA in TBS-T
Anti-ERK1/2 (p44/p42)* 1:1000 5 % BSA in TBS-T
(Kaninchen)
Anti-p-AKT (Ser473) 1:2000 5 % BSA in TBS-T
(Kaninchen)
Anti-p-CREB (Ser133) 1:1000 5 % BSA in TBS-T

(Kaninchen)
Anti-p-Erk1/2 (Thr202/Tyr204 | 1:1000 5 % BSA in TBS-T
und Thr185/187) (Kaninchen)

Sekundare Anti-Kaninchen 1:1000 2 % Milchpulver in
Antikérper TBS-T
Anti-Maus 1:1000 2 % Milchpulver in
TBS-T

* ERK 1/2 sind laut Datenblatt der Firma Cell Signaling Technology, Danvers (USA),
zwei Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) mit Molekulargewicht 44 und 42 kDa
und werden beide durch MEK im p44/22 MAPK (ERK1/2) Signalweg stimuliert
(Abbildung 30)

Zur Vorbereitung der Entwicklung und Quantifizierung wurde nach 12 h der
Uberschussige Antikorper entfernt, indem 5 mal 5 Minuten mit TBS-T gewaschen wurde.
Daraufhin wurde die Membran eine Stunde mit sekundarem Antikérper (Kaninchen oder
Maus) in 2 % Milchpulver in TBS-T rollen gelassen. Im Anschluss wurde 3 mal 5 Minuten
mit TBS-T gewaschen und 2 mal 5 Minuten mit TBS, um Stérungen zwischen der spater
verwendeten Meerrettichperoxidase und Tween 20 zu vermeiden. Die Detektion des
Antikérpersignals wurde mittels Elektrochemilumineszenz-Substrat durchgefihrt. Es
wurde nach Herstellerangaben im Verhaltnis 1:1 angemischt und jeweils 1 ml pro
Membran aufgebracht. Das Antikorpersignal wurde mithilfe einer Spezialkamera des
Image Quant 4000 (GE Healthcare, lllinois (USA)) detektiert. Anschliel3end erfolgte die

semiquantitative Auswertung der Signale mit dem Programm ImageQuant TL.
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Berechnung der Proteinmengen

Die Proben wurden entweder mit THCI, SBT, DBT, oder BFT behandelt und
verschiedenen Stressbedingungen (ohne, osmotischer, oxidativer Stress) ausgesetzt.
Fir jede dieser Proben wurden die Banden der Antikérper (AKT, CREB, ERK1/2) in
Triplikaten, also drei zugehdrigen Banden, gemessen. Diese wurden jeweils mit dem
Signal der entsprechenden Ladekontrolle (GAPDH) ins Verhaltnis gesetzt, um - fir diese
Methode typische, durch ungenaue Beladung bedingte - Schwankungen ausgleichen zu
konnen. Nach dieser Wertenormalisierung wurden arithmetische Mittelwerte der
Thiaminproben (T) fur AKT, CREB und ERK1/2 gebildet.

Mit folgender Formel wurden diese Mittelwerte mit den Losungsmittelkontrollen (Lmk)
unbehandelter Zellen ins Verhaltnis gesetzt, um die relativ durch Thiamin veranderte

Proteinmenge des Gesamtproteins in % (G) zu ermitteln:

T
G= Lk x 100

Diese Werte sind als relative Proteinmengen in Prozent im Ergebnisteil tabellarisch
aufgefthrt. Es handelt sich dabei um ein Mal fir den Effekt, den ein Thiaminderivat auf
die Proteinmenge hat.

Die zugehorigen p-Werte wurden mithilfe eines zweiseitigen t-Tests errechnet, indem
die Triplikate der behandelten Proben mit den zugehdrigen Triplikaten der Lmk
verglichen wurden. Die p-Werte vergleichen also Proteinmengen abhangig vom

Vorhandensein von Thiamin.

Berechnung der Aktivierung antiapoptotischer Proteine

Das bereits beschriebene Verfahren (Normalisierung, arithmetische Mittelwerte) wurde
fur alle Proben auch fir die phosphorylierten Proteine (p-AKT, p-CREB, p-ERK1/2)
durchgefuhrt. Es konnte mit derselben Formel die relativ durch Thiamin veranderte

Proteinmenge des phosphorylierten Proteins (P) bestimmt werden:

x 100
Lmk

Zur Berechnung der p-Werte der in Triplikaten vorliegenden A fur p-AKT, p-CREB und
p-ERK wurde auch hier wieder ein zweiseitiger t-Test durchgefuhrt, bei dem mit

unbehandelten Lmk verglichen wurde.
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Da eine Phosphorylierung einem aktivierten Zustand der untersuchten Proteine
entspricht, konnte Uber einen Vergleich der Proteinmengen von Gesamt- und
phosphorylierten Proteinen eine Berechnung der Proteinaktivierung folgendermalfien

bestimmt werden:

|G -P|
G

Proteinaktivierung in % = x100

Im Folgenden wird von Aktivierung der Proteine oder Proteinaktivierung in %

gesprochen.
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4 Ergebnisse

4.1 Kein Einfluss von Thiamin auf das regulare Zellwachstum

Um zunachst festzustellen, ob Thiamin das Zellwachstum beschleunigen oder
verlangsamen kann, wurde die Zellteilung mittels Absorption nach Behandlung mit

Thiamin in unterschiedlichen Konzentrationen gemessen.

Die Wachstumsmessungen der Schwann-Zellen zeigten ein etwa logarithmisches
Wachstum. Die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen dieser Replikate
sind fur die verschiedenen THCI-Konzentrationen grafisch gezeigt (Abbildung 12 -
Abbildung 14). Es wurde eine direkte Gegenlberstellung der Messwertkurven
visualisiert (Abbildung 14 Grafik rechts).

Die Schwann-Zellen bendtigten fur eine Verdopplung der Zellzahl insgesamt zwischen
29,4 h und 25,6 h (Abbildung 12 - Abbildung 14). Es war kein Zusammenhang zwischen
den eingesetzten Thiaminkonzentrationen und dem Verlauf der Wachstumskurve
erkennbar, was die t-Test-Berechnung und die Vergleichsubersicht zwischen den
Wachstumskurven zeigt (Abbildung 14 rechts). Die unbehandelten Zellen hatten eine
errechnete Verdopplungszeit von t, = 26,7 h (Abbildung 12). Nach Behandlung mit 10
umol/l THCI kam es zu keiner Anderung der Wachstumsgeschwindigkeit (Abbildung 12,
tv = 26,8 h, p (Vergleich mit Lmk) nach 72 h = 0,73).
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Abbildung 12: Wachstumsmessung ohne und mit 10 ymol/l Thiamin
Die Abbildung zeigt Schwann-Zellen ohne (links) und mit 10 pmol/l THCI (rechts). Abgebildet
sind stets die Mittelwerte aus drei Versuchswiederholungen — diese werden durch die

Standardabweichungen veranschaulicht.

Die mit 20 pmol/l THCI

behandelten Zellen hatten eine etwas geringere

Wachstumsgeschwindigkeit mit einer Verdopplungszeit von ¢, = 27,5 h (Abbildung 13, p

= 1,00).

Nach Verabreichung von 50 umol/l THCI kam es zu einer Verdopplungszeit von t, = 25,6

h (Abbildung 13, p = 0,68).
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Abbildung 13: Wachstumsmessung mit 20 ymol/l und 50 pmol/l Thiamin
Die Abbildung zeigt Schwann-Zellen mit 20 ymol/l (links) und mit 50 pmol/l THCI (rechts).
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Die Verdopplungszeit der mit 100 ymol/l THCI behandelten Zellen betrug f, = 29,4 h
(Abbildung 14, p = 0,98).
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0 24 48 72 0 24 48 72
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Abbildung 14: Wachstumsmessung mit 100 pM Thiamin und Direktvergleich der
Wachstumskurven

Die Abbildung zeigt auf der linken Seite Schwann-Zellen, die mit 100 ymol/l THCI behandelt
wurden. In der Grafik rechts wurden die Kurven der Wachstumsmessungen ibereinandergelegt,
um einen direkten Vergleich zu ermdglichen. Es ergaben sich keine Hinweise fir eine
Beeinflussung der Wachstumsgeschwindigkeit durch Thiaminbehandlung.

Es gab also beim Vergleich der errechneten Verdopplungszeiten und beim direkten
Vergleich der Absorptionswerte nach 72 h keine Hinweise darauf, dass Thiamin in
verschiedener Konzentration einen Einfluss auf die entstandene Zellmasse und die

Wachstumsgeschwindigkeit haben kdnnte.

4.2 Keine antiapoptotischen Effekte durch Thiaminderivate bei Schwann-
Zellen

4.21 Keine Hinweise auf Zelltodreduktion durch THCI

Es ergaben sich unter osmotischem Stress durch den Einsatz von 10 umol/l THCI
(Abbildung 15) keine Hinweise fur eine Veranderung der Zytotoxizitat, denn es starben
26 % (p = 0,97) der so behandelten Zellen, wahrend im Durchschnitt auch 26 % der
unbehandelten Schwann-Zellen starben.

Wurde die Dosis auf 20 pmol/l THCI gesteigert, starben durch osmotischen Stress 21 %
(p = 0,60) der Zellen (Abbildung 15).

Demgegenuber starben unter oxidativem Stress ohne weitere Intervention 27 % der
Zellen (Abbildung 15). Wurde mit 10 pymol/l THCI behandelt, starben 26 % (p = 0,83).
Bei héherer THCI-Konzentration von 20 ymol/l THCI, starben 27 % (p = 0,96) (Abbildung
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15) In diesem Versuch gab es also keine eindeutigen Hinweise auf eine Beeinflussung
des Zelltods durch THCI.
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Abbildung 15: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei Schwann-Zellen
Abgebildet sind die Auswirkungen auf die Zytotoxizitdt nach Vorbehandlung mit THCI bei
Schwann-Zellen unter osmotischem (links) oder oxidativem Stress (rechts in der Abbildung). Es
gab keine deutlichen Hinweise fir einen Einfluss auf den Zelltod.

4.2.2 Kein Verhindern des Zelltods durch SBT

Es gab keine Hinweise darauf, dass SBT die Zytotoxizitat unter osmotischem Stress
reduzieren konnte (Abbildung 16). Ohne Behandlung starben 29 % der Zellen und mit 5
bzw. 10 ymol/l SBT starben 32 % (p = 0,84) bzw. 31 % (p = 0,88) der Zellen.

Unter oxidativem Stress hingegen starben ohne SBT 38 % der Schwann-Zellen und
nach Behandlung mit 5 umol/l SBT starben 36 % (p = 0,90). Wurde die SBT-Dosis auf
10 umol/l erhdht, bleib eine Verbesserung des Resultates aus, denn es starben 38 % (p
= 0,99) der Schwann-Zellen (Abbildung 16). Somit konnte hier kein protektiver Effekt des
SBT gezeigt werden.

Osmotischer Stress Oxidativer Stress
s 60 31 —_ 38 38
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Abbildung 16: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei Schwann-Zellen
Auswirkungen auf die Zytotoxizitdt nach Vorbehandlung mit SBT bei Schwann-Zellen unter
osmotischem oder oxidativem Stress. Ein protektiver Effekt konnte hier nicht gezeigt werden.

4.2.3 Kein verbessertes Zelliiberleben durch DBT

Bei Behandlung mit 5 pmol/I DBT und osmotischem Stress sank der Anteil apoptotischer
Schwann-Zellen von 32 % auf 30 % (p = 0,89) und unter 10 ymol/l DBT starben 31 % (p
= 0,95) der Zellen (Abbildung 17).

Auch unter oxidativem Stress gab es keine Hinweise fiir ein verbessertes Uberleben der
Schwann-Zellen durch DBT. Der Anteil apoptotischer Zellen stieg hier nach Behandlung
mit 5 umol/I DBT von 38 % auf44 % (p = 0,74) und auf 46 % (p = 0,63) nach Behandlung
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mit 10 ymol/I DBT (Abbildung 17). Demnach konnte DBT das Uberleben der Zellen nicht
verbessern, sondern verstarkte die Apoptose sogar leicht.
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Abbildung 17: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei Schwann-Zellen
Hier dargestellt sind die Auswirkungen auf die Zytotoxizitadt nach Vorbehandlung mit 5 bzw. 10
pmol/l DBT bei Schwann-Zellen unter osmotischem oder oxidativem Stress. DBT fiihrte nicht zur
Apoptosereduktion.

4.2.4 Keine Uberlebensvorteile durch BFT

Die Behandlung der Zellen mit BFT fuhrte zu keiner Reduktion der Zytotoxizitat nach
osmotischem Stress. Ohne Behandlung starben 27 % der gestressten Zellen und durch
Zusatz von 5 ymol/l BFT blieb der Anteil bei 27 % (p = 0,96). Unter 10 pmol/l Thiamin
BFT betrug der Anteil apoptotischer Zellen 28 % (p = 0,99) (Abbildung 18).

Unter oxidativem Stress starben ohne BFT 42 % der Zellen. Mit 5 umol/l BFT wurde die
Zytotoxizitat auf 36 % (p = 0,67) gesenkt. 10 ymol/l BFT konnte nicht verhindern, dass
38 % (p = 0,77) der Schwann-Zellen starben (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei Schwann-Zellen
Es gab keine Hinweise auf positive Auswirkungen auf die Zytotoxizitat nach Vorbehandlung mit
5 bzw. 10 ymol/l BFT bei Schwann-Zellen unter osmotischem oder oxidativem Stress.
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4.3 Kein antiapoptotischer Effekt von Thiamin auf neuronale Zellen

4.3.1 Keine Verhinderung des Zelltods durch THCL bei neuronalen Zellen

Neuronale Zellen starben unter osmotischem Stress zu 47 %, wahrend nach Gabe von
10 ymol/l THCI 52 % (p = 0,85) der Zellen apoptotisch wurden. Wurden die Zellen mit
20 pmol/l THCI versetzt, starben 53 % (p = 0,84) der Zellen (Abbildung 19).
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Unter oxidativem Stress traten ohne Behandlung 45 % der Zellen in die Apoptose ein.
Mit 10 pmol/l THCI betrug der Anteil der gestorbenen Zellen 46 % (p = 0,93) und mit 20
pgmol/l THCI 51 % (p = 0,75) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei neuronalen Zellen
Dargestellt ist das Ausbleiben der Antiapoptose unter osmotischem (links) oder oxidativem
Stress (rechts in der Abbildung) nach Vorbehandlung mit 10 bzw. 20 pmol/l THCI.

4.3.2 Keine antiapoptotischen Effekte von SBT auf neuronale Zellen

Statt 52 % betrug der Anteil der Zellen, die durch osmotischen Stress starben, durch den
Einsatz von 5 pmol/l bzw. 10 umol/I SBT 46 % (p = 0,85) bzw. 52 % (p = 1,00) (Abbildung
20).

Oxidativ gestresste Zellen starben ohne Behandlung zu 52 %, trotz 5 ymol/l SBT gingen
54 % (p = 0,89) in die Apoptose ein und unter 10 pymol/l 58 % (p = 0,74) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei neuronalen
Zellen

Dargestellt ist das Ausbleiben der Antiapoptose unter osmotischem (links) oder oxidativem
Stress (rechts in der Abbildung) nach Vorbehandlung mit 5 bzw. 10 ymol/l SBT.

4.3.3 Durch DBT kein Schutz neuronaler Zellen vor Apoptose

Es gab keine Hinweise darauf, dass DBT die Zytotoxizitat durch osmotischen Stress
reduzieren konnte. Ohne Behandlung starben 58 % der Zellen und mit 5 bzw. 10 pmol/l
DBT starben 62 % (p = 0,88) bzw. 66 % (p = 0,72) der Zellen (Abbildung 21).

Unter oxidativem Stress konnte DBT den Zelltod nicht verhindern, sowohl ohne
Behandlung, als auch unter 5 ymol/l DBT (p = 0,85) starben 56 % der neuronalen Zellen
und unter 10 ymol/l DBT starben 65 % (p = 0,62) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei neuronalen
Zellen

In der Abbildung wird der Effekt von 5 bzw. 10 ymol/l DBT auf neuronale Zellen unter
Stressbedingungen dargestellt. Eine Verbesserung des Zelliiberlebens konnte nicht festgestellt
werden.

4.3.4 Kein neuroprotektiver Effekt von BFT auf neuronale Zellen

Die unbehandelten Kontrollzellen gingen nach Zugabe von osmotischem Stress zu 67
% in die Apoptose Uber. Sowohl durch 5 pmol/l (p = 0,85), als auch durch 10 ymol/l BFT
(p = 0,89) wurde im Mittel ein Anteil gestorbener neuronaler Zellen von 64 % gemessen
(Abbildung 22).

Die Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt waren, starben ohne medikamentdse
Beeinflussung zu 51 %. Wurde BFT in einer Dosierung von 5 pmol/l verabreicht, starben
55 % (p = 0,85) der neuronalen Zellen. Nach einer Steigerung auf 10 umol/I BFT traten
57 % (p = 0,78) der Zellen in die Apoptose ein (Abbildung 22).

Es wird anhand der gemessenen Zytotoxizitat deutlich, dass keine der getesteten
Thiaminderivate eine eindeutige Reduktion des Zelltods von Schwann- oder neuronalen

Zellen bewirken konnte.
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Abbildung 22: Zelltodmessung unter osmotischem und oxidativem Stress bei neuronalen Zellen
Dargestellt ist das Ausbleiben der Antiapoptose unter osmotischem oder oxidativem Stress nach
Vorbehandlung mit 5 bzw. 10 ymol/l BFT bei neuronalen Zellen.
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4.4 Wirkungen von Thiamin auf antiapoptotische Proteine in Schwann-
Zellen und neuronalen Zellen

Im Anschluss an die vorangegangenen Untersuchungen wurde eine Western Blot-
Analyse durchgefiihrt, um antiapoptotische Wirkmechanismen zu untersuchen. Die mit
Thiamin behandelten Zellen wurden stets mit unbehandelten Schwann- bzw. neuronalen
Zellen (Vehikel) verglichen (Abbildung 23).

441 Steigerung antiapoptotischer Proteine bei Schwann-, kaum bei neuronalen
Zellen durch THCI

Es gab Hinweise auf eine Steigerung antiapoptotisch wirksamer Proteine durch THCI.

Diese Beobachtung trat ohne Stressbedingungen, aber auch unter osmotischem Stress

bei Schwann-Zellen auf. Es kam jeweils zu einer anhand der Banden ablesbaren

gesteigerten Gesamtmenge der Proteine AKT, CREB und ERK (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Antiapoptotische Proteine unter Einfluss von THCI bei Schwann-Zellen
Dargestellt sind Membranen von Schwann-Zellen unter verschiedenen Stressbedingungen im
Western Blot. Die Schwann-Zellen wurden mit 10 pmol/l THCI behandelt. Erkennbar ist hier ein
verstarktes Auftreten der antiapoptotischen Proteine AKT, CREB und ERK ohne und unter
osmotischem Stress (gelbe Markierung). GAPDH diente als Ladekontrolle. Abgebildet ist ein
reprasentativer von drei unter gleichen Bedingungen durchgefiihrten Versuchsdurchlaufen.

THCI zeigte hingegen bei neuronalen Zellen kaum Effekte. Sichtbar war hier eine

erhbhte Menge CREB unter osmotischem Stress. Unter osmotischen
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Stressbedingungen wurde eine verstarkte / gesteigerte Aktivierung von AKT (p-AKT)
gemessen. Unter oxidativem Stress war ERK starker aktiviert (p-ERK). Sonst waren die
Proteine durch das THCI unverandert (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Antiapoptotische Proteine unter Einfluss von THCI bei neuronalen Zellen
Hier zu sehen sind neuronale Zellen (RN33B) unter verschiedenen Stressbedingungen im
Western Blot. p-AKT, CREB, p-ERK waren erhoht (gelbe Markierung).

Nach Entwicklung der Membranen wurden die Flachen der Banden semiquantitativ
vermessen. Die Werte sind relativ zu den unbehandelten Zellen angegeben, die
definitionsgemal 100 % AKT, CREB und ERK aufwiesen.

Es bestatigte sich entsprechend der vorangegangenen Bandenubersicht, dass unter
stressfreien Bedingungen durch THCI in Schwann-Zellen vermehrt AKT nachweisbar
war. Es wurden 119 % AKT (p = 0,73) gemessen. Es gab demnach eine Steigerung der
AKT-Menge um 19 % gegenuber der Ldsungsmittelkontrolle (Lmk). Die
Proteinaktivierung war um 29 % gesteigert.

Die THCI-Behandlung fuhrte in Schwann-Zellen unter osmotischem Stress zu einer um
9 % (p = 0,86) gesteigerten Menge AKT im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Eine
Proteinaktivierung (p-AKT) wurde nicht verstarkt gemessen.

Unter oxidativem Stress ergaben sich keine Hinweise auf Steigerung der Proteinmenge
oder -aktivierung von AKT, stattdessen war 17 % (p = 0,57) weniger AKT nachweisbar
(Tabelle 7).
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Tabelle 7: THCI, Menge und Aktivierung von AKT fir Schwann-Zellen

mit Wert Protein- + Protein-
Stresstyp Protein | Lmk* | Thia- | P _ menge in  : Aktivierung
mint | (M=3) [ope Lin %o ***
ohne AKT 0,50 | 0,60 |0,73 119 7
osmotisch _
(150 mmol/l | AKT 0,83 | 0,90 |0,86 109
NaCl)
Schwann- oxidativ 83
Zellen, (2% AKT 1,04 | 0,86 | 0,57
THCI EtOH) !
ohne p-AKT 0,35 | 0,54 | 0,41 154 L +29
osmotisch :
(150 mmol/l | p-AKT 0,80 |0,73 |0,85 91 -7
NaCl) l
oxidativ :
(2% p-AKT 0,83 | 0,70 | 0,66 84 P+
EtOH) ;

* Die Losungsmittelkontrolle (Lmk) ist der arithmetische Mittelwert aus den in Triplikaten
vorliegenden semiquantitativen Messwerten, die zuvor auf die Ladekontrolle GAPDH normalisiert
wurden

** Beschreibt die relative Menge des angegebenen Proteins innerhalb der mit Thiamin
behandelten Zellen im Vergleich zu Lmk

*** Ein positiver Wert wird interpretiert im Sinne einer starkeren Zunahme phosphorylierter bzw.
aktivierter Proteine bezogen auf das Gesamtprotein durch Thiamin

Wurden hingegen die neuronalen Zellen mit THCI behandelt und osmotisch gestresst,
wiesen diese eine um 2 % (p = 0,97) verstarkte AKT-Menge auf. Die Aktivierung von
AKT konnte dabei um 22 % gesteigert werden (Tabelle 8).

Es gab Hinweise fur eine erhohte Menge von AKT bei oxidativ gestressten neuronalen

Zellen, die Aktivierung konnte jedoch nicht gesteigert werden (Tabelle 8).
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Tabelle 8: THCI, Menge und Aktivierung von AKT fir neuronale Zellen

mit -Wert  [[ Protein- . Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- | P _ ., | Aktivierung
; (n=3) mengein% .
min Lin %
ohne AKT 0,48 |0,45 |0,84 93 7
osmotisch -
(150 mmol/l | AKT 0,87 [0.88 | 0,97 102
NaCl)
Neuro- oxidativ 130
nale 2% AKT 044 |057 |065
Zellen, EtOH)
THCI .
ohne p-AKT 0,39 | 0,47 | 0,57 121 L 1+ 30
osmotisch i
(150 mmol/l | p-AKT 0,39 | 0,48 | 0,67 124 e L+ 22
NaCl) :
oxidativ :
(2% p-AKT 0,29 (0,35 | 0,68 120 -8
EtOH) =
Unter THCI und osmotischem Stress wiesen die Schwann-Zellen verglichen mit den

Kontrollen ohne THCI eine unveranderte (p = 1,00) Menge von CREB auf, eine

gesteigerte Aktivierung wurde nicht nachgewiesen (Tabelle 9).

Unter oxidativem Stress war keine Zunahme der Menge oder Aktivierung in Schwann-

Zellen messbar, sondern eine Reduktion um 1 % (p = 0,98) (Tabelle 9).

Tabelle 9: THCI, Menge und Aktivierung von CREB fir Schwann-Zellen

mit wert @ Protein-  Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- | P _ .o,  Aktivierung
; (n=3) mengein% .
min »in %
ohne CREB 0,35 | 0,45 | 0,61 131 7
osmotisch
(150 mmol/l | CREB 0,85 |0,85 | 1,00 100 |7
NaCl)
Schwann- oxidativ
Zellen, (2% CREB 0,57 | 0,56 | 0,98 99
THCI EtOH)
ohne p-CREB | 0,47 | 0,40 | 0,73 86 L - 34
osmotisch
(150 mmol/l | p-CREB | 0,48 | 0,42 | 0,79 88 L i-12
NaCl) '
oxidativ ;
(2% p-CREB | 0,76 | 0,56 | 0,57 73 1 -26
EtOH) :

Bei neuronalen Zellen bewirkte THCI unter osmotischem Stress eine um 18 % (p = 0,76)

gesteigerte CREB-Menge, und unter oxidativem Stress um 31 % (p=0,54) (Tabelle 10).
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Tabelle 10: THCI, Menge und Aktivierung von CREB fir neuronale Zellen

mit p-Wert (§ Protein- | Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- _ .o, + Aktivierung
; (n=3) mengein% ' .
min v in %
ohne CREB 0,27 10,31 | 0,39 112 7 !
osmotisch -
(150 mmol/l | CREB 0,41 0,49 |0,76 118
NaCl)
Neuro- oxidativ
nale 2% CREB |041 |0,53 |0,54 131
Zellen, EtOH)
THCI .
ohne p-CREB | 0,59 | 0,68 | 0,80 116 L -4
osmotisch !
(150 mmol/l | p-CREB | 0,49 | 0,58 | 0,70 119 & +8
NaCl) .
oxidativ 5
(2% p-CREB | 0,42 | 0,58 | 0,29 137 1+ 5
EtOH) ;

Nach der Behandlung mit THCI und osmotischem Stress gab es Hinweise fur eine

veranderte Menge von ERK in Schwann-Zellen (Steigerung um 17 % fur ERK p44 (p =

0,82) und um 5 % fur ERK p42 (p = 0,95),

Unter oxidativem Stress bewirkte THCI

in Schwann-Zellen eine Abnahme der

Proteinmenge um 30 (p=0,53) bzw. 33 % (p= 0,50).

Hinweise flr gesteigerte Aktivierung unter osmotischem Stress liel3en sich nur unter

oxidativem Stress finden (Tabelle 11).

Tabelle 11: THCI, Menge und Aktivierung von ERK fiir Schwann-Zellen

mit . ' Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- p'VYe” Protein- o, | Aktivierung
; (n=3) mengein% .
min v in %
R 043 050 |082 117
ohne ERK -
045 | 048 |0,95 105
p42
osmotisch | =< [056 | 0,59 | 090 105 | 5
Schwann- (150 mmol/ FI;RK
Dot | NaCl) o 0,65 | 0,61 |0,89 9 |||
THCI oxidativ R |or9 055 |053 70
(2% B
EtOH) ERK 1076 |051 050 ez
p42
gﬁRK 0,34 |038 |0,85 11 | -5
ohne
P-ERK 1047 [048 |0,96 104111 iy
p42 J
osmotisch p-ERK
oo o | bt 0,09 | 0,09 |0,96 104 H Q-1
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NaCl) P-ERK 1015 | 014 | 0095 o4 L i
p42 :
oxidativ PERK | 954 | 041 | 042 77 '+ 10
[ p44 :
(2% p-ERK :
EtOH) 2 0,70 | 0,62 |0,72 88 '+ 31

In neuronalen Zellen wurde durch THCI unter osmotischem Stress eine um 11 % (p =
0,88) bzw. 9 % (p = 0,90) gesteigerte Menge ERK gemessen, die Aktivitat war um 9 bzw.
3 % gesteigert.

THCI veranderte bei oxidativ gestressten neuronalen Zellen die ERK Menge nicht
wesentlich, die Aktivierung stieg um 17 % (ERK p44) bzw. 10 % (ERK p42) (Tabelle 12).

Tabelle 12: THCI, Menge und Aktivierung von ERK flr neuronale Zellen

mit Wert || Protein- | Frotein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- | P _ .o, ' Aktivierung
; (n=3) mengein% : .
min v in %
FE)EK 041 038 | 075 94
ohne
EfzK 031 029 |083 93 |
osmotisch | 1K 058 |068 | 088 111 |
(150 mmol/I EAI';K
NaCl) o 041 | 045 |090 109/ |
Neuro- | oxidativ FE)EK 044 | 045 | 0094 103
nale (2 %
Zellen, | EtOH) EfzK 032 030 | 0094 96
THCI
gﬁRK 031 |031 | 090 102" '+ 9
ohne 5
P 032 |03t [os1 [l S| i+3
osmotisch | 2R 1036 043 [083 118 I i+e
(150 mmol/l = ;
NaCl) P 039 045 [oga  |l116 T e
oxidativ P-ERK 1022 | 027 |063 121 417
(2 % pad ’
("} !
EtOH) g;ERK 029 031 |02 106 '+ 10

4.4.2 Steigerung antiapoptotischer Proteine und deren Aktivitat durch SBT unter
osmotischem Stress

Unter osmotischem Stress fuhrte die Behandlung mit 5 ymol/l SBT bei Schwann-Zellen

zu einer gesteigerten Gesamtmenge von CREB (Abbildung 25).

Bei neuronalen Zellen bewirkte SBT eine Zunahme der Gesamtmenge von AKT, CREB

und ERK, sowie zu einer gesteigerten Aktivierung von AKT und ERK (Abbildung 26).

Unter oxidativem Stress kam es in der Ubersicht bei beiden Zellreihen kaum zu Effekten.
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Ohne Stress Osmotischer Oxidativer
Stress Stress

Vehikel 5UM 5PM  vehikel 5UM 5uM  Vehikel 5uM 5 HM
SBT

DBT SBT DBT sBT DBT
P-AKT pra— 63 kDa
(S473) —“ e G TR S
AKT
——— . —— - — amy °°1D3
P-CREB — . — 43 kDa
(8133) - o
TP WD s W 39 kDa
CREB A ———— e e ——— 0D
P-ERK (1/2)  — — — - — 44 kDa
(Thr202/204+ | " S — — ; m 42 kDa
Thr185/187) :
ERK (1/2) —— — — — — .- 44 kDa
— — ' 42 kDa
GAPDH . — G — eam G 37 kDa

Abbildung 25: Antiapoptotische Proteine unter Einfluss von SBT und DBT bei Schwann-Zellen
Western Blot-Analyse unter Stressbedingungen von Schwann-Zellen, die mit 5 ymol/l SBT und 5
pmol/l DBT behandelt wurden. Unter osmotischem Stress erhdhte SBT die Menge von CREB,
DBT konnte p-AKT und p-ERK erhéhen (gelbe Markierung).

Ohne Stress Osmotischer Oxidativer
Stress Stress

. . . 5uM 5 uM
Vehikel 5uM 5uM Vehikel 5UM 5uM  venhikel H
SBT DBT SBT DBT SBT DBT

P-AKT 63 kDa
AKT 63 kDa

o -—
CREB - e G e A e w43 kDa

P-ERK (1/2) = - s - Do

(Thr202/204+ W SSEE S S~ _ 42 kDa

Thr185/1g7) e— - — T e

ERK (12) N Y S 4 kDa
\ ‘ 42 kDa

GAPDH — N — — —

Abbildung 26: Antiapoptotische Proteine unter Einfluss von SBT und DBT bei neuronalen Zellen
Western Blot-Analyse unter Stressbedingungen von neuronalen Zellen, die mit 5 ymol/l SBT und
5 umol/l DBT behandelt wurden. SBT und DBT beeinflussten antiapoptotische Proteine unter
osmotischem Stress (gelbe Markierung). Zudem steigerte DBT die p-ERK Menge unter
oxidativem Stress.
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Nach Behandlung mit SBT unter osmotischem Stress zeigte die systematische

Vermessung der Banden eine verringerte AKT-Proteinmenge gegenuber nicht mit SBT

behandelten Schwann-Zellen, aber eine Steigerung der Aktivitat um 18 %.

Wurde SBT unter oxidativem Stress bei Schwann-Zellen eingesetzt, ergaben sich

Hinweise auf Verringerung der Proteinmege und -aktivierung von AKT (Tabelle 13).

Tabelle 13: THCI, Menge und Aktivierung von AKT fir Schwann-Zellen

mit p-Wert | Protein- Protein-
Stresstyp Protein Lmk Tr_ua- (n=23) menge in % Ak:flwerung
min ' in %
ohne AKT 0,56 | 054 | 0,94 96 7
osmotisch -
(150 mmol/l | AKT 1,03 | 0,75 | 0,56 73
NaCl)
Schwann- oxidativ
Zellen, (2 % AKT 0,93 | 0,79 | 0,55 86
SBT EtOH)
ohne p-AKT 0,44 |0,43 | 0,94 97 L P
osmotisch
(150 mmol/l | p-AKT 0,84 |0,72 | 0,75 86 e +18
NaCl)
oxidativ
(2 % p-AKT 0,82 | 0,68 | 0,60 83 -3
EtOH)

Neuronale Zellen, die mit SBT behandelt wurden, wiesen unter osmotischem Stress 2 %

mehr AKT (p = 0,94) auf, dieses war um 8 % starker aktiviert.

SBT fuhrte unter oxidativem Stress zu einer Erhohung der Menge von AKT um 13 % (p
= 0,79). AKT war dabei um 5 % starker aktiviert im Vergleich zu nicht mit SBT

behandelten neuronalen Zellen (Tabelle 14).
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Tabelle 14: SBT, Menge und Aktivierung von AKT flr neuronale Zellen

Mt | b wert || Protein-  : Frotein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- (n = 3) menge in % i Aktivierung
min 9 °in%
ohne AKT 0,47 |0,49 |0,94 102 7 !
osmotisch -
(150 mmol/l | AKT 0,79 0,81 |0,97 102
NaCl)
Neuro- oxidativ
nale 2% AKT 0,54 | 0,61 |0,79 113
Zellen, EtOH)
SBT .
ohne p-AKT 043 | 045 |0,91 104 L +2
osmotisch
(150 mmol/l | p-AKT 045 049 |0,85 110 1+ 8
NaCl) B
oxidativ 5
(2 % p-AKT 0,28 0,34 |0,58 119 P+ 5
EtOH) '

Unter Behandlung mit SBT und osmotischem Stress gab es Hinweise fur eine um 31 %

gesteigerte (p = 0,72) CREB-Menge in Schwann-Zellen, aber Hinweise auf eine

reduzierte Proteinaktivierung.

Unter oxidativem Stress ergaben sich Hinweise auf Verringerung der Proteinmenge und

-aktivierung von CREB (Tabelle 15).

Tabelle 15: SBT, Analyse der Menge und Aktivierung von CREB fiir Schwann-Zellen

mit p-Wert [{ Protein- Protein-
Stresstyp Protein | Lmk Thla- (n=3) menge in % Ak§|V|erung
min L in %
ohne CREB |0,38 | 0,41 |0,87 110 ) '
osmotisch 131
(150 mmol/l | CREB 0,57 | 0,75 | 0,72
NaCl)
Schwann_ OXidatiV
Zellen, (2 % CREB 0,58 | 0,57 | 0,96 98
SBT EtOH)
ohne p-CREB | 0,42 | 0,39 | 0,91 93 L -15
osmotisch
(150 mmol/l | p-CREB | 0,42 | 0,49 | 0,79 117 C-11
NaCl) S
oxidativ :
(2 % p-CREB | 0,68 | 0,56 | 0,71 83 1 -15
EtOH) '

SBT fuhrte bei osmotisch gestressten neuronalen Zellen zu einer Zunahme von CREB

um 6 % (p = 0,89). Hinweise fur gesteigerte Aktivierung ergaben sich nicht.
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Unter oxidativem Stress bewirkte SBT eine um 12 % (p = 0,77) im Vergleich zu
unbehandelten Zellen gesteigerte Menge von CREB, eine starkere Aktivierung dieses

Proteins liel3 sich nicht beobachten (Tabelle 16).

Tabelle 16: SBT, Analyse der Menge und Aktivierung von CREB fir neuronale Zellen

mit p-Wert (§ Protein- | Protein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- _ .o, ' Aktivierung
; (n=3) mengein % i .
min in %
ohne CREB 0,32 |0,28 | 0,21 87
osmotisch -
(150 mmol/l | CREB 0,45 | 0,47 |0,89 106
NaCl)
Neuro-  Foxidativ 112
nale (2% CREB 0,46 |052 |0,77
Zellen, EtOH)
SBT .
ohne p-CREB | 0,69 | 0,65 | 0,91 94 L 1+ 8
osmotisch 5
(150 mmol/l | p-CREB | 0,60 | 0,56 | 0,86 92 [ | :-13
NaCl) - :
oxidativ :
(2% p-CREB | 0,51 | 0,54 | 0,83 105 -6
EtOH) =

Die Schwann-Zellen zeigten unter osmotischem Stress keine Steigerung der
Proteinmenge oder —aktivierung von ERK (Tabelle 17).
Unter oxidativem Stress konnte keine Steigerung der Proteinmenge, aber der

Aktivierung um 17 % (ERK p44) bzw 15 % (ERK p42) beobachtet werden (Tabelle 17).

Tabelle 17: SBT, Menge und Aktivierung von ERK fiir Schwann-Zellen

mit . . Protein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- p'VYe” Proteln-_ o, ' Aktivierung
; (n=3) mengein% : .
min v in %
EﬁK 047 |050 | 090 106
ohne ERK
0,47 | 0,48 | 0,98 101
p42
osmotisch Eﬂ( 0,69 | 066 |090 95 |
Schwann- (150 mmol/I ERK
cnwa NaCl) 0,66 | 0,66 |0,97 101 || K
Zellen, p42
SBT oxidativ ERK 053 | 048 | 071 90
2% p44
EtOH) ERK 1051 041 |042 80
p42
PERK 1039 039 099 oo JI|| -7
ohne E-ERK !
042 0,48 | 0,50 |0,93 106 §+5
osmotisch p-ERK ;
(150 mmolll | pd4 0,09 | 0,07 |0,76 79 {17
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NaCl) PERK 1915 015 |0,94 94 J; .7
p42 :
oxidaty | PR 1043|046 089 [ 105 417
2% >-ERK |
EtOH) P |0ge |061 [08s  |fo2 . +15

Die Vermessung der Banden von neuronalen Zellen, die mit 5 pmol/l SBT behandelt
wurden, ergab unter osmotischem Stress eine um 3 % (p = 0,96) gesteigerte ERK p44-
Menge im Vergleich zu nicht mit SBT behandelten Zellen. Gleichzeitig war dieses Protein
durch SBT um 5 % starker aktiviert. ERK p42 wurde nicht vermehrt gemessen, die
Aktivierung war jedoch um 11 % gesteigert.

Unter oxidativem Stress konnte SBT ebenfalls eine um 13 % (ERK p44, p = 0,57) und
um 17 % (ERK p42, p = 0,68) erhdhte Proteinmenge bewirken. Unter diesen
Bedingungen war die Aktivierung von ERK nicht erhoht (Tabelle 18).

Tabelle 18: SBT, Menge und Aktivierung von ERK fiir neuronale Zellen

it -Wert Protein- | Protein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- | P _ .o, | Aktivierung
. (n=23) menge in % .,
min - Lin %
FE)EK 035 |034 | 081 98
ohne ERK
o 025 |025 | 1,00 100
osmotisch | 1K 058 |060 | 096 103 | |7
(150 mmol/I EAI';K
NaCl) o 044 |043 | 097 98 | h
Neuro- | oxidativ FE)EK 043 | 048 | 057 113
nale (2 %
Zellen, | EtOH) EfzK 028 |033 | 068 117
SBT .
gﬁRK 033 |033 |0,77 98 J|| -
ohne p-ERK 1NN
P 031 030 | 068 95 -5
osmotisch gﬁRK 040 | 043 | 091 108 1| i+5
(150 mmol/l = :
NaCl) P-ERK 1043 | 050 |084 114 L e
p42 J .
oxdativ | AR To27 o028 [ore |17 -5
(2 % - 5
EtOH) g‘ERK 0,30 |0,32 | 0,89 105 -5
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4.4.3 Einfluss von DBT unter osmotischem Stress auf die Aktivierung
antiapoptotischer Proteine

Unter osmotischem Stress bewirkte die Behandlung mit 10 ymol/l DBT im Vergleich zu
nicht mit DBT behandelten Schwann-Zellen eine starkere Aktivierung der
antiapoptotischen Proteine AKT und ERK (Abbildung 25).

Neuronale Zellen zeigten unter osmotischem Stress eine Steigerung von AKT, CREB

und ERK, sowie verstarkte Aktivierung von ERK unter oxidativem Stress (Abbildung 26).

Unter osmotischem Stress und DBT wurde eine um 41 % (p = 0,34) verringerte AKT-
Proteinmenge gemessen und eine um 34 % im Vergleich zu nicht mit DBT behandelten
Schwann-Zellen gesteigerte Aktivierung von AKT.

Auch unter oxidativem Stress wurde eine verringerte AKT-Proteinmenge gemessen und
es zeigte sich eine im Vergleich zu nicht mit DBT behandelten Schwann-Zellen

unveranderte Aktivierung von AKT (Tabelle 19).

Tabelle 19: DBT, Menge und Aktivierung von AKT fir Schwann-Zellen

Mt | b wert || Protein- : Frotein-
Stresstyp Protein | Lmk Tr_ua- (n=23) menge in % | Ak:flwerung
min in %
ohne AKT 0,56 | 0,54 | 0,93 96 7 '
osmotisch -
(150 mmol/l | AKT 1,03 | 0,61 | 0,34 59
NaCl)
Schwann- oxidativ
Zellen, (2% AKT 093 | 0,76 | 0,53 81
DBT EtOH)
ohne p-AKT | 0,44 | 0,45 | 0,96 102 L[ i+6
osmotisch
(150 mmol/l | p-AKT 0,84 | 0,66 | 0,56 79 ot 34
NaCl) '
oxidativ ;
(2% p-AKT 0,82 | 0,67 | 0,60 81 P -
EtOH) :

Wurden die neuronalen Zellen osmotisch gestresst, wiesen sie durch DBT eine um 10
% (p = 0,88) gesteigerte Menge AKT auf. Eine gesteigerte Aktivitdt des Proteins konnte
nicht festgestellt werden.

Unter oxidativem Stress hatte das DBT keine positiven Effekte (Tabelle 20).
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Tabelle 20: DBT, Menge und Aktivierung von AKT fir neuronale Zellen

mit p-Wert | Protein- Protein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- _ .o,  Aktivierung
; (n=3) mengein% .
min Cin %
ohne AKT 0,47 | 0,46 | 0,88 9% |
osmotisch -
(150 mmol/l | AKT 0,79 |0,86 |0,88 110
NaCl)
Neuro- oxidativ
nale (2% AKT 0,54 |0,53 | 0,99 99
Zellen, EtOH)
DBT
ohne p-AKT 0,43 | 0,40 |0,79 93 - -3
osmotisch
(150 mmol/l | p-AKT 0,45 | 0,46 | 0,95 103 _r -6
NaCl)
oxidativ
(2% p-AKT 0,28 | 0,27 | 0,89 97 -2
EtOH)

Die Behandlung mit DBT bewirkte unter osmotischem Stress eine Zunahme der CREB-

Proteinmenge um 17 % (p = 0,81) im Vergleich zur den nicht mit DBT behandelten

Schwann-Zellen. Eine Zunahme der CREB-Aktivierung konnte nicht festgestellt werden.

Unter oxidativem Stress ergaben sich keine Hinweise auf Steigerung der Proteinmenge

oder -aktivierung von CREB (Tabelle 21).

Tabelle 21: DBT, Menge und Aktivierung von CREB fiir Schwann-Zellen

mit p-Wert (| Protein- | Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- _ .o, 1+ Aktivierung
; (n=23) mengein% .
min v in %
ohne CREB 0,38 | 041 | 0,87 110 7
osmotisch _
(150 mmol/l | CREB 0,57 | 0,67 | 0,81 117
NaCl)
Schwann- oxidativ
Zellen, (2% CREB 0,58 | 0,51 | 0,79 89
DBT EtOH) .
ohne p-CREB | 0,42 | 0,38 | 0,88 90 L -18
osmotisch
(150 mmol/l | p-CREB | 0,42 | 0,47 | 0,82 "M - -5
NaCl)
oxidativ :
(2% p-CREB | 0,68 | 0,52 | 0,62 77 1 -13
EtOH) :

DBT hatte einen CREB-Anstieg um 4 % (p = 0,92) im Modell mit neuronalen Zellen und

osmotischem Stress zur Folge. Es gab keine Hinweise auf eine gestiegene Aktivitat.

50



Unter oxidativem Stress konnte keine gesteigerte Menge oder Aktivierung von CREB

festgestellt werden (Tabelle 22)

Tabelle 22: DBT, Menge und Aktivierung von CREB fiir neuronale Zellen

mit -Wert [ Protein- | Protein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- | P _ .o, | Aktivierung
; (n=3) mengein% i .
min a L in %
ohne CREB 0,32 | 0,33 |0,82 103
osmotisch -
(150 mmol/l | CREB 0,45 | 0,47 | 0,92 104
NaCl)
Neuro- oxidativ
nale (2% CREB 0,46 | 0,43 | 0,82 93
Zellen, EtOH)
DBT ,
ohne p-CREB | 0,69 | 0,64 | 0,89 93 1 -10
osmotisch 5
(150 mmol/l | p-CREB | 0,60 | 0,56 | 0,88 94 r-10
NaCl) g
oxidativ 90 !
(2% p-CREB | 0,51 | 0,46 | 0,37 1-3
EtOH) :

DBT konnte unter osmotischem Stress die Proteinmenge von ERK nicht erhéhen und
die gemessene Proteinaktivierung stieg um 22 % (ERK p44) bzw. 25 % (ERK p42) im
Vergleich zu nicht mit DBT behandelten Schwann-Zellen.

Auch unter oxidativem Stress konnte DBT die Proteinmenge von ERK nicht erhdhen,
aber die Proteinaktivierung stieg um 16 % (ERK p44) bzw. 9 % (Erk p42) im Vergleich
zu nicht mit DBT behandelten Schwann-Zellen (Tabelle 23).

Tabelle 23: DBT, Menge und Aktivierung von ERK fir Schwann-Zellen

mit . ' Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- f’r;"l’%r)t Eqm:]em_in % ! Aktivierung
min B engein 7o iy o
Eﬂ( 047 | 046 |094 9% |
ohne ERK —
0,47 | 0,46 | 0,96 97
p42
osmotisch | ERK | 069 | 0,55 | 0,56 79 |1
Schwann- p44
Zellen (150 mmol/I ERK
DBT NaCl) 042 0,66 | 0,58 |0,74 88 N
oxidativ ERK 0,53 | 046 | 063 86
2% p44
ERK 85
EtOH) 0,51 0,43 | 0,60
p42
PERK 1039 037 |01 floa || -2
ohne E-ERK 5
042 0,48 | 0,50 0,94 104 F +7
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osmotisch | 2% 1000 | 000 [096 ||oe H ez
(150 mmol/l = 5
NaCl) P-ERK 1545 017 |092 110 | i+25
p42 J !
oxidativ | PERC 1043 043 | 100 |1 ' +16
2 % . |
EtOH) g‘ERK 066 [061 |084 [l93 49

Durch DBT wurde die ERK-Menge neuronaler Zellen unter osmotischem Stress um 14
% (ERK p44, p = 0,85) bzw. um 3 % (ERK p42, p = 0,97) gesteigert. Die Aktivitat der

Proteine sank dabei um 3 % (ERK p44) bzw. stieg um 4 % (ERK p42).

Unter oxidativem Stress konnte kein positiver Effekt von DBT auf die ERK-Menge
festgestellt werden. Die Aktivierung stieg um 13 % (ERK p44) bzw. 15 % (ERK p42)
(Tabelle 24).

Tabelle 24: DBT, Menge und Aktivierung von ERK fiir neuronale Zellen

Neuro-
nale
Zellen,
DBT

, mit p-Wert Protein- Pro_t ein-
Stresstyp Protein Lmk | Thia- (n=23) menge in % | Aktivierung
min B 9 °in %

EﬁK 0,35 | 0,38 | 0,60 108 )
ohne ERK -

o 0,25 |023 | 0,67 94
osmotisch | E~K | 058 | 066 | 0,85 114 ||
(150 mmol/I EAI';K
NaCl) o 0,44 | 045 | 0,97 103 || K
oxidativ FE)EK 0,43 | 0,40 | 0,72 93

[v)

(2% ERK 93
EtOH) o 0,28 | 0,26 | 0,82

gﬁRK 0,33 |0,28 | 0,27 85 ~ - 21
ohne p-ERK ¥

P 0,31 | 027 |0,32 87 -7
osmotisch gﬁRK 0,40 | 044 |0,88 M- -3
(150 mmol/l = Sim
NaCl) P o 043 046 | 093 107 J 44
oxdativ | AR o027 028|077 105 ' +13
(2% - ;
EtOH) g‘ERK 030 |032 |085 [107 L+ 15

4.4.4 Steigerung antiapoptotischer Proteine unter BFT

BFT konnte CREB in Schwann-Zellen unter osmotischem Stress und die Aktivierung von
AKT erhohen. Unter oxidativem Stress war CREB erhéht und ERK starker aktiviert

(Abbildung 27).




Bei neuronalen Zellen, die osmotisch gestresst waren, bewirkte BFT eine gesteigerte
Menge der antiapoptotischen Proteine AKT, CREB und ERK. Unter oxidativem Stress
waren AKT und ERK verstarkt aktiviert (Abbildung 28).

Ohne Stress Osmotischer Oxidativer

Stress Stress
: 5 uM 5uM
Vehikel ~ pEY Vehikel oMM venikel g
(5473) — W s 63KDa
(S473) —  —
AKT  — 63 kDa
T— — — R —
P-CREB — 43 kDa
13— -
i - e e s 3002
CREB S S—— e, W— . 43 kDa
P-ERK (172)  [— — Ll — 14kDa
(Thr202/204+  \u— — = - 2KD2
Thr185/187)
ERK (1/2) ——— — 44 kDa
— — ’ '- 42 kDa
GAPDH N S s D W °7O°

Abbildung 27: Antiapoptotische Proteine unter Einfluss von BFT bei Schwann-Zellen
Western Blot-Analyse unter Stressbedingungen von Schwann-Zellen, die mit 5 pmol/l BFT

behandelt wurden. BFT bewirkte eine Steigerung von p-AKT und CREB unter osmotischem
Stress, sowie von CREB und p-ERK unter oxidativem Stress (gelbe Markierung).

Ohne Stress Osmotischer Oxidativer

Stress Stress
. 5 uM 5 uM
Vehikel  pHY Vehikel  SHM  vehikel pfT
P-AKT , :
(S473) E— — WS W WSS WS 63 KDa
AKT T s s e GRS 5O
P-CREB D e e — 43 kDa

ki T — T—— . 39 kDa
CREB “ M 43 kDa

PERK (112) | o e — — 44 KDa
(Thr202/204+ — -= —  — 42 kDa

Thr185/187)
ERK (1/2 | —— ] 44 kDa
o S —— 0

T— N —

GAPDH S e S S — — 7 KD2

Abbildung 28: Antiapoptotische Proteine unter Einfluss von BFT bei neuronalen Zellen
Western Blot-Analyse unter Stressbedingungen von neuronalen Zellen, die mit 5 ymol/l BFT
behandelt wurden. Bei neuronalen Zellen hatte BFT unter osmotischem Stress eine Steigerung
der antiapoptotischen Proteine AKT, CREB und ERK zur Folge. Unter oxidativem Stress steigerte
BFT p-AKT und p-ERK (gelbe Markierung).
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Die Behandlung mit BFT fuhrte unter osmotischem Stress zu einer verringerten AKT-
Proteinmenge und zu einer um 13 % verstarktenn Aktivierung im Vergleich zu nicht mit
BFT behandelten Schwann-Zellen.

Unter oxidativem Stress fuhrte BFT zu einer um 2 % (p = 0,97) erhohten AKT-

Proteinmenge und es gab keine Hinweise auf eine gesteigerte Aktivierung (Tabelle 25).

Tabelle 25: BFT, Menge und Aktivierung von AKT fir Schwann-Zellen

mit p-Wert || Protein- | Protein-
Stresstyp Protein Lmk Tr_ua- (n=23) menge in % | Ak:flwerung
min L in %
ohne AKT 0,53 | 0,54 | 0,97 102 A '
osmotisch
(150 mmol/l | AKT 0,83 | 0,74 | 0,78 88 |7
NaCl)
Schwann- oxidativ
Zellen, (2% AKT 0,93 |09 |0,97 102
BFT EtOH)
ohne p-AKT 0,42 | 0,44 | 0,95 103 L +1
osmotisch
(150 mmol/l | p-AKT 0,75 | 0,74 | 0,98 99 o +13
NaCl) -
oxidativ ;
(2% p-AKT 0,69 | 0,66 | 0,93 96 1 -6
EtOH) :

BFT hatte unter osmotischem Stress einen positiven Einfluss auf neuronale Zellen, die
AKT Proteinmenge stieg um 19 % (p = 0,76) im Vergleich zu nicht mit BFT behandelten
Kontrollen. Die Aktivitat von AKT war nicht gesteigert.

Unter oxidativem Stress wurde AKT um 1 % (p = 0,97) vermehrt gemessen und die
Aktivitat stieg um 20 % (Tabelle 26).
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Tabelle 26: BFT, Menge und Aktivierung von AKT flr neuronale Zellen

. mit p-Wert || Protein- Protein-
Stresstyp Protein Lmk Tr_ua- (n = 3) menge in % | Ak§|V|erung
min »in %

ohne AKT 0,48 | 045 |0,84 94
osmotisch
(150 mmol/l | AKT 0,78 |0,93 | 0,76 19 |
NaCl)

Neuro-  oxidativ 101

nale 2% AKT 048 |0,49 |097

Zellen, EtOH)

BFT !
ohne p-AKT 0,49 |0,37 | 0,31 75 L -20
osmotisch !
(150 mmol/l | p-AKT 0,48 | 0,50 |0,95 103 | -13
NaCl) :
oxidativ E
(2% p-AKT 0,26 |0,32 | 0,57 121 P+ 20
EtOH) '

BFT konnte in osmotisch gestressten Schwann-Zellen eine Steigerung der CREB-

Proteinmenge um 39 % (p = 0,60) bewirken. Es gab dabei Hinweise auf eine

Erniedrigung der Aktivierung dieses Proteins um 30 % fur Schwann-Zellen.

Auch unter oxidativem Stress bewirkte BFT eine Zunahme von CREB um 14 % (p =

0,79) in Schwann-Zellen, es ergab sich unter oxidativem Stress jedoch eine um 25 %
reduzierte Aktivierung von CREB (Tabelle 27).

Tabelle 27: BFT, Menge und Aktivierung von CREB fiir Schwann-Zellen

mit p-Wert (| Protein- | Protein-
Stresstyp Protein | Lmk Tr_ua- (n = 3) menge in % Ak§|V|erung
min »in %
ohne CREB 0,40 | 0,41 | 0,95 103 ~
osmotisch
(150 mmol/l | CREB 0,47 | 0,64 | 0,60 139 |7
NaCl)
Schwann- | oxidativ 114
Zellen, (2% CREB 0,53 | 0,60 | 0,79
BFT EtOH)
ohne p-CREB | 0,39 | 0,33 | 0,75 83 L -19
osmotisch
(150 mmol/l | p-CREB | 0,52 | 0,50 | 0,94 97 [ 1-30
NaCl) - !
oxidativ E
(2% p-CREB | 0,64 | 0,55 | 0,77 86 1 -25
EtOH) '

BFT konnte die CREB-Menge neuronaler Zellen nach osmotischem Stress um 8 % (p =

0,80) erhdhen. Die Aktivierung dieses Proteins sank dabei um 6 %.
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Die CREB Menge neuronaler Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt waren, blieb
durch BFT unverandert (p = 0,99). CREB war um 3 % starker aktiviert (Tabelle 28).

Tabelle 28: BFT, Menge und Aktivierung von CREB fiir neuronale Zellen

, mit p-Wert || Protein- | Protein-
Stresstyp Protein | Lmk Tr_ua- (n=23) menge in % | Ak:flwerung
min in %

ohne CREB 0,30 | 0,26 | 0,38 85 7
osmotisch -
(150 mmol/l | CREB 0,45 | 0,49 |0,80 108
NaCl)

Neuro- oxidativ

nale (2 % CREB [041 |041 |0,99 100

Zellen, EtOH)

BFT '
ohne p-CREB | 0,69 | 0,63 | 0,86 92 L 1 +8
osmotisch
(150 mmol/l | p-CREB | 0,52 | 0,55 | 0,85 106 - -6
NaCl)
oxidativ ;
(2% p-CREB | 0,48 | 0,49 | 0,61 103 P+ 3
EtOH) ;

Mit BFT behandelte und osmotisch gestresste Schwann-Zellen wiesen keine erhohte

ERK-Proteinmenge auf.

Die Zugabe von BFT bewirkte unter oxidativem Stress eine Erniedrigung von ERK p44
um 1 %, (p = 0,98) und Erhéhung von ERK p42 um 5 %, (p = 0,87). BFT steigerte die
Aktivierung von ERK p44 um 9 % im Vergleich zu nicht mit BFT behandelten Kontrollen

(Tabelle 29).

Tabelle 29: BFT, Menge und Aktivierung von ERK fir Schwann-Zellen

Schwann-
Zellen,
BFT

Stresstyp Protein | Lmk 'rlljrlmtia- p-Wert | Protein- Krk?;[\?i:anr-ung
. (n=3) mengein% .
min vin %
FE)EK 045 | 050 | 082 112
ohne =
EfzK 045 | 045 | 098 102
osmotisch | 1K 051 |048 | 085 94 ||
(150 mmol/I EAI';K
NaCl) o 057 |057 | 099 100 ||k
oxidativ FE)EK 052 052 | 098 99
2 %
EtOH) EEzK 044 | 047 |087 105
gﬁRK 036 |037 | 096 103 7 -8
ohne !
g;ERK 049 (052 090 [l108 || i+6
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osmotisch | PERK 010 [000 [oss [ K -0
(150 mmol/l pf‘é'RK :
NaCl) P 016 |013 |08 |lsa [ i-16
oxdativ | AR 042 045 [0s2 108 L+ 9
(2 % - i
EtOH) g‘ERK 059 |061 |094 [l103 2

BFT bewirkte bei neuronalen Zellen unter osmotischem Stress einen Anstieg von ERK
um 19 % (p = 0,79) bzw. 9 % (p = 0,89) im Vergleich zu den nicht mit BFT behandelten

Kontrollen. Eine Aktivitatssteigerung konnte nicht festgestellt werden.

Unter oxidativem Stress fihrte BFT zu einer Reduktion der ERK-Menge, aber einer
Aktivitatssteigerung um 6 % (ERK p44) (Tabelle 30).

Tabelle 30: BFT, Menge und Aktivierung von ERK flir neuronale Zelle

Neuro-
nale
Zellen,
BFT

mit Wert Protein- ' Protein-
Stresstyp Protein | Lmk | Thia- | P _ .o, | Aktivierung
; (n=3) mengein% i .
min rin %
FE)EK 037 | 032 |054 88
ohne ERK -
o 024 023 |076 97
osmotisch | CRK 057 | 067 |079 119 ||
(150 mmol/I EAI';K
NaCl) o 043 | 047 | 089 100 |||,
oxidativ FE)EK 038 | 039 |095 101
2%
EtOH) EfzK 0,26 | 025 |095 99
gﬁRK 033 |024 |04 71 ] -19
ohne
g;ERK 031 | 026 |033 84 H| .13
osmotisch gﬁRK 0,38 | 041 | 0,91 108 J -9
(150 mmol/l = ;
NaCl) g ERK 045 | 048 |093 106  f |-3
oxidativ gﬁRK 024 025 | 068 107 '+ 6
(2 % - :
EtOH) P |026 028 073 [l 100 -
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4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Tabelle 31 werden alle Ergebnisse vereinfacht zusammengefasst.

Tabelle 31: Zusammenfassung der Ergebnisse

I = Keines der antiapoptotischen Proteine waren = 10 % erhoht
=1 von 3 der antiapoptotischen Proteine waren =10 % erhdht

- = 2 oder 3 der antiapoptotischen Proteine waren = 10 % erhoht

Zelltyp Deri- | Einfluss auf Gesamtproteinmenge | Aktivierung der
vat unter Proteine unter
Stressbedingungen* Stressbedingungen™*
E < <
2 2 = 2 >
s |2 2 | 8 2 | 3
© — —— ——
= |8 8§ |8 8 5
Schwann- | THCI | - -
Zellen SBT |- -
DBT |- -
BFT - -
Neuronale | THCI | n.u. -
Zellen SBT [n.u. |-
DBT n. u. -
BFT n. u. -
* Legende:

** Legende:

- = Keines der antiapoptotischen Proteine waren = 10 % starker aktiviert
=1 von 3 der antiapoptotischen Proteine waren = 10 % starker aktiviert

- = 2 von 3 der antiapoptotischen Proteine waren 2 10 % starker aktiviert

Symbole:

n. u. = Nicht untersucht

- = Keine Veranderung

58




5 Diskussion

Im Rahmen von Operationen kommt kann es zu Zellstress kommen (4, 5, 61). Folgen
einer akuten Hirnschadigung sind neuroinflammatorische Prozesse (62) und
Freisetzung verschiedener Metabolite, die zu osmotischem (4, 5) und oxidativem Stress
fuhren (1, 2, 62-68). Im Rahmen dieser Stressformen kdnnen Zellen apoptotisch
zugrunde gehen (95-97). Ausgehend von diesen Beobachtungen liegt die Hypothese
nahe, dass Thiamin auch einen positiven Einfluss auf irreversiblen Gewebeschaden des
NS im Rahmen einer neurochirurgischen Operation und damit verbundene Stressoren
haben kénnte. Im Rahmen vorangegangener Studien wurde osmotischer und oxidativer

Stress bereits in ahnlicher Form eingesetzt (4, 5).

Ziel der vorliegenden Studie war zu untersuchen, inwieweit Thiamin und seine Derivate
als potentiell neuroprotektive Substanzen infrage kommen, indem das Uberleben von
neuronalen und Schwann-Zellen unter Thiamingabe gemessen wurde. Zusatzlich sollte

ein moglicher Einfluss des Thiamin auf das Wachstumsverhalten untersucht werden.

Zusammenfassend gab es keine eindeutigen Hinweise auf eine Beeinflussung der
Zellproliferation durch Thiamin oder dessen Derivate - in gesunden Zellen und solchen,
die keinem Zellstress ausgesetzt waren.

Nach Behandlung mit Zellstress und verschiedenen Thiaminderivaten wurde kein
neuroprotektiver Effekt beobachtet. Bei Untersuchung der antiapoptotisch wirksamen
Proteine zeichneten sich lediglich teilweise Steigerungen der intrazellularen
Proteinmengen ab, sodass auf Grundlage dieser Studie den Substanzen keine
antiapoptotische Wirkung nachgewiesen wurde. Ebenso wenig zeigte die Messung der

Aktivitatsteigerung der antiapoptotischen Proteine eindeutige Ergebnisse.

5.1 Das Zellmodell

Das in dieser Studie gewahlte Zellmodell bildet mit Schwann-Zellen und neuronalen
Zellen einen Teil des menschlichen NS am Ubergang vom ZNS zum PNS ab. Solche
Ubergangsregionen sind fir die moderne Neurochirurgie von herausragender
Bedeutung, so etwa im Rahmen der therapeutischen Operation des
Vestibularisschwannoms. Das Vestibularisschwannom ist am Ubergang vom zentralen
zum peripheren NS lokalisiert, sodass wahrend der Therapie sowohl neuronale als auch
Schwann-Zellen geschadigt werden kénnen. Eben diese Zellen wurden bereits in

Studien verwendet, die ebenfalls das Ziel verfolgten, weitere neuroprotektive
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Substanzen zu identifizieren. Im Zuge dieser Bemihungen wurden beispielsweise
neuroprotektives Potential von Cumarinen gezeigt (98). Ebenfalls wurde auch eine
antiapoptotische Wirkung des Kalziumkanalblockers Nimodipin an einem Zellmodell mit
neuronalen (4) bzw. Astrozyten, Schwann-, und neuronalen Zellen nachgewiesen (3).
Mit dem in vitro-Modell der zitierten Studien erwies sich Nimodipin als eine Substanz mit
erheblichem neuroprotektiven Potential. Bei dieser Substanz konnte eine gesteigerte
AKT- und CREB-Aktivierung nachgewiesen werden, wobei dies nicht quantifiziert wurde
(3) (Abbildung 29).

Nimodipin

Schwann-Zelle /
neuronale Zelle /
Astrozyt

l

Apoptose

Zellstress
(osmotisch,
oxidativ, Hitze)

Abbildung 29: Antiapoptotische Wirkung von Nimodipin an Schwann-Zellen, neuronalen Zellen
und Astrozyten

Nimodipin konnte die antiapoptotischen Proteine AKT und CREB steigern, sodass weniger
Caspase 3/7 aktiv wurde und es zu weniger Apoptose kam. Abbildung adaptiert nach Leisz et al.
(3).

Die vorliegende Studie orientiert sich an diesem Versuchsaufbau, was es mit dem
Nimodipin vergleichbar macht. Die fragliche antiapoptotische Wirksamkeit des Thiamins
kann hier in Relation zu anderen antiapoptotisch wirksamen Substanzen wie dem
Nimodipin betrachtet werden. Naheliegend ware, dass Patienten im Rahmen etwa einer
Resektion des Vestibularisschwannoms profitieren kdnnten, wenn einen solchen

Vergleich, die neuroprotektiv wirksamen Substanzen identifiziert werden kdnnten.
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5.2 Gute Vertraglichkeit des Thiamins in vitro

Im direkten Vergleich waren die Wachstumskurven anndhernd deckungsgleich
(Abbildung 14 rechts). Die errechneten Verdopplungszeiten t, unterschieden sich in allen
Konzentrationen geringfligig voneinander, nach Zugabe von 50 pmol/l THCI
proliferierten die Zellen geringflgig schneller und nach Zugabe von 100 pmol/l THCI
etwas langsamer. Insbesondere eine relevante Hemmung des Wachstums konnte nicht
festgestellt werden.

Nach Anwendung des t-Tests konnte dem Thiamin kein nennenswerter Einfluss
zugeordnet werden. Dies spricht am ehesten fur ein unverandertes Wachstum trotz
unterschiedlicher Thiaminkonzentrationen. Demnach ergeben sich keine Hinweise auf
eine Beeinflussung des Zellwachstums, die Ergebnisse sprechen folglich daflr, dass
nicht von einem grundsatzlichen Effekt des Thiamins auf das Zellwachstum der
Schwann-Zellen ausgegangen werden kann. Zu dem Ergebnis, dass Thiamin nicht
entscheidend das Zellwachstum beeinflusst, kommt auch eine friihere Ubersichtsarbeit.

Demnach ist Thiamin nicht als Wachstumsfaktor zu bezeichnen (6).

Die vorliegenden Ergebnisse lassen erstens die These zu, dass Thiamin auch in
hdéheren Konzentrationen nicht zu toxischen Folgeschaden fuhrt. Diese These deckt sich
einerseits mit der in der Einleitung beschriebenen Einschatzung des Bundesinstitut fur
Risikobewertung (23), in der keine Hochstgrenzen fur die orale Zufuhr von Thiamin
festlegt wurden, und andererseits mit einer Studie, die das Ausbleiben unerwunschter
Wirkungen bei hohen Tagesdosen beschreibt (99). Die These wird dadurch zwar belegt,
jedoch wurden die genannten Studien in vivo durchgefuhrt, sodass eine Vergleichbarkeit
hier nur schwierig moglich ist. Allerdings wurden in der zuletzt zitierten Studie mit bis zu
8000 mg hohere Konzentrationen, als in der vorliegenden in vitro Studie eingesetzt.
Damit erscheint es als unwahrscheinlich, dass hohe Thiaminkonzentrationen eine
toxische Wirkung haben.

Eine andere Studie, die hingegen in vitro durchgefihrt wurde, bestatigte, dass hohe
Dosen Thiamin weder Zellzyklus noch Apoptose bei Brustkrebszellen beeinflussten
(100). Diese Arbeit lasst sich jedoch eingeschrankt mit der vorliegenden Studie

vergleichen, da es sich in der vorliegenden Studie nicht um Krebszellen handelt.

Es konnte festgestellt werden, dass sich die Schwann-Zellen trotz unterschiedlicher
THCI-Konzentrationen in Bezug auf das Wachstum annahernd gleich verhielten. Dies
steht entgegen einer Studie, in der sich die Zellproliferation durch Thiamin herabsetzen

lie®. Die Proliferation wurde anhand enzymatischer und metabolischer Aktivitaten der
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untersuchten Brustkrebszellen gemessen (100). Um dieses Ergebnis vergleichbar zu
machen, kénnten in Zukunft auch im vorliegenden Modell enzymatische oder
metabolische Aktivitaten untersucht werden. Mdglich ware auch, dass dieser Effekt nur
in Krebszellen beobachtet werden kann.

Auch eine Steigerung der Proliferation durch Thiamin konnte in der vorliegenden Studie
nicht beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung ware, dass der Energiestoffwechsel
der Zellen unabhangig vom zugesetzten THCI funktioniert. Die Deckung des Thiamin-
Grundbedarfs ist die Grundlage fur eine funktionierende ATP-Synthese und diese fur
Wachstum und Zellzyklus (11). Es ware also moglich, dass eine prophylaktische
Substituierung von Thiamin Uber den Grundbedarf hinaus keinen weiteren Vorteil im
gesunden, nicht gestressten Gewebe hat.

Moglicherweise sind im Medium (RPMI mit 5 % FKS) bereits ausreichende Mengen des
Vitamins enthalten, dies wirde das unbeeintrachtigte Wachstum ohne THCI-Zusatz
erklaren. Reines RPMI enthalt bereits 3 pymol/l THCI. In anderen Arbeiten wurde ein
Thiaminmangel durch den Antagonisten Pyrithiamin herbeigefuhrt (55), in dessen
Anwesenheit es zu ausgepragten Zellschadigungen kam.

Die Tatsache, dass die Abwesenheit von Thiamin zu raschem Zelluntergang fuhrt,
scheint hinreichend belegt. Hier zu nennen ware das klinische Erscheinungsbild beim
Menschen in Form der Wernicke-Enzephalopathie (8, 49) einerseits und die in den
Tierversuchen durch Thiaminmangel induzierten Hirnlasionen (45) andererseits.
Versuchstiere, die einer thiaminarmen Diat ausgesetzt waren, entwickelten starke
neurologische Symptome und starben innerhalb eines sehr kurzen Zeitraums von 12 -
30 Tagen. Die kurzfristig auftretenden Pathologien sind dabei am ehesten als Folge
eines Glukosehypometabolismus zu betrachten (7, 101).

Die grof3e Geschwindigkeit der Nervenschadigung zeigt die Abhangigkeit des NSs von
Thiamin und koénnte zugleich ein Hinweis auf die kurze Speicherfahigkeit des Thiamins
sein. Ubergeordnet wurde auch gezeigt, dass der Thiaminmangel zu Dysfunktion von

Synapsen und neuronale Schaltkreise fuhrt (101).

5.3 Gleichbleibend stressbedingter Zelltod unter Thiamin

Die Hypothese, dass Thiamin den stressbedingten Zelltod von Schwann- und
neuronalen Zellen quantitativ reduzieren konnte, konnte nicht belegt werden (Abbildung
30). Uberraschenderweise war in den Zelltodversuchen kein relevanter Effekt aller
untersuchten Thiaminderivate zu beobachten, was im Hinblick auf die Literatur nicht zu

erwarten war. Der Zelltod konnte mit den eingesetzten Thiaminderivaten nicht verhindert
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werden, die Messwerte liel3en keine eindeutigen Hinweise fur einen Zusammenhang
zwischen Zelltod und Einsatz des Thiaminderivats erkennen.

Die Messwerte wurden nicht fir multiples Testen korrigiert (keine Bonferroni-Korrektur).

Es wurde gezeigt, dass Thimain und BFT ein antiapoptotisches Potential haben und
Neurodegeneration im Mausmodell entgegen wirkt (58). Ebenfalls gab es Hinweise,
dass Thiamin nach traumatischen Lasionen die mitochondriale Funktion, und damit den
Energiestoffwechsel, im Rattenmodell aufrecht erhalt (60).

Da keine Antiapoptose im Vergleich zu unbehandelten Zellen eintrat, kdnnen die
Resultate diese und die in der Einleitung beschriebenen Hinweise verschiedener

Autoren auf antiapoptotische Mechanismen nicht stlitzen.

5.4 Weiterhin unklares Potential von Thiamin

Die Frage, wieso Thiamin entgegen der Erwartung den stressbedingten Zelltod nicht
verhindern konnte, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht geklart. Es konnte davon
augegangen werden, dass die Zellen nicht von Thiamin profitierten, da sie keinen
grundlegenden Thiaminmangel erlitten. Einem nicht vorhandenen Thiaminmangel
kénnte so therapeutisch nicht begegnet werden. Unter dieser Pramisse hatte sich ein
Effekt moglicherweise eher unter Erzeugung eines ausgepragten Thiaminmangels
ergeben. Ein solcher durch Pyrithiamin erzeugter Thiaminmangel bedingt verstarkt die
Apoptose (72). Dieser Effekt kann durch Thiamingabe wieder umgekehrt werden (102).
Es ware in der vorliegenden Studie moglich gewesen, die Versuche mit Pyrithiamin zu
erganzen, und so moglicherweise einen Effekt eines kinstlich erzeugten
Thiaminmangels zu erreichen. Bislang unklar ist, inwieweit die betroffenen Zellen im
Operationsgebiet einem Thiaminmangel ausgesetzt sind. Auch denkbar wére ein durch
Zellstress ausgeldster gesteigerter Thiaminverbrauch und in der Folge eine
Mangelsituation. Eine Stressreaktion, welche die Zellen - zum Beispiel im Rahmen einer
Operation oder der vorliegenden Studie - durchlaufen, ist sehr energieaufwandig,
obgleich die Mechanismen noch nicht ganz verstanden worden sind (103). Es konnte
bereits im Pflanzenmodell eine verstarkte Hochregulierung von
Thiaminbiosynthesegenen 2-6 h nach osmotischer und oxidativer Stress gezeigt
werden, die mit einer verstarkten Genexpression thiaminabhangiger Enzyme korrelierte
(104). Dies wird als Hinweis dafir betrachtet, dass Thiamin an
Anpassungsmechanismen von Pflanzen im Rahmen einer Stressreaktion beteiligt sein
konnte (104).
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Dazu konnte stoffwechselunabhangige Effekte wie eine mogliche antioxidative Wirkung
des Thiamins zahlen. Diese wurde bereits fur BFT beschrieben (58). Hier wurde
oxidativer Stress mittels Paraquat indiziert, ein Mechanismus fir den Schutz vor
oxidativem Stress konnte jedoch nicht identifiziert werden.

Es hat sich bereits gezeigt, dass ein Mangel an Thiamin oxidativen Stress hervorruft (7,
105). Auch konnte gezeigt werden, dass der programmierte Zelltod entscheidend durch
oxidativen Stress bedingt sein und durch Antioxidantien entsprechend verhindert werden
kann (96). Es konnte in vorliegender Studie kein zelltodreduzierender Effekt bei
Vorliegen von oxidativem Stress festgestellt werden. Eher unter osmotischem Stress
deuteten die vorliegenden Ergebnisse auf eine vereinzelte glnstige Heraufregulierung
der antiapoptotischen Proteine AKT, CREB und ERK hin.

Diese Effekte traten bei Schwann- und neuronalen Zellen und unter allen getesteten
Substanzen auf. Meist waren aber einzelne Proteine nur punktuell, sehr gering und ohne
ein erkennbares Muster erhdht, sodass Uber Aussagekraft oder Stichprobenzahl der
Proteinmessung diskutiert werden kann. Dazu passt das Ausbleiben eines
antiapoptotischen Effekts in der Zelltodmessung unter osmotischem Stress. Selbst bei
verstarkten Auftreten antiapoptotischer Proteine deuteten die Messungen nicht auf eine

tatsachliche Reduktion von Zelltod hin.

5.5 Weitere Erklarungsmodelle: Thiamin eher glykoprotektiv?

In einer in vitro Studie konnten Thiamin und BFT in Endothelzellen und Perizyten, die
Stress durch eine hohe Glukosekonzentration ausgesetzt waren, die Apoptose
reduzieren (10). Dies widerspricht nicht eindeutig den Ergebnissen der vorliegenden
Studie, da sich die Methodik unterschied. Die Zellen wurden nicht mit oxidativem oder
osmotischem Stress, sondern mit Glukose kultiviert und die Apoptose wurde mittels
DNS-Fragmentierung bzw. Caspase-3-Aktivitadt gemessen. Angewendet wurden 50 bzw.
100 pmol/l Thiamin bzw. BFT. In der vorliegenden Arbeit wurden niedrigere

Konzentrationen eingesetzt.

Ein moglicher Ansatz, diese Ergebnisse zu vereinbaren, konnte die Eigenschaft des
Thiamins sein, die nicht-enzymatische Glykierung durch Glukose zu verhindern und die
sogenannten Advanced Glycation Endproducts (AGEs) zu reduzieren (106). Bekannt ist,
dass diese Prozesse in der Pathogenese von Diabetes eine zentrale Rolle spielen (107,
108). So konnte gezeigt werden, dass Thiamin gegen diabetische GefalRkomplikationen

schitzt, indem es einerseits durch Aktivierung der Transketolase zu einem verstarkten
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Abbau von Vorstufen der AGEs sorgt (33) und andererseits antiapoptotische
Mechanismen aktiviert (109).

In diesen Erkenntnissen liegt viel Hoffnung der zukinftigen Forschung zum Thema
Thiamin und diabetische Mikroangiopathie. Es scheint damit, als lieRe sich das Prinzip
des protektiven Effekts aus der Diabetesforschung nicht einfach auf Strukturen wie
neuronale oder Schwann-Zellen Ubertragen. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden,
dass auch Zellen des NS durch Glykierung geschadigt werden. AGEs sind auch an der
Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit beteiligt
(107). Aullerdem haben sie das Potential, die Antikorperreaktivitdt im Rahmen der
Multiplen Sklerose zu steigern (110). Demnach kdnnte Thiamin moglicherweise Uber
Verhinderung von Glykierungsprozessen auch einen gunstigen Einfluss auf die Zellen
des NS haben. Die Alzheimer-Krankheit wird zu den neurodegenerativen Erkrankungen
gezahlt (111). Laut einer Studie kann insbesondere BFT einer Neurodegeneration

entgegen wirken (58).

Es sollten weitere Anstrengungen unternommen werden, dies weiter zu belegen und
Mechanismen aufzudecken.

Moglicherweise hatte das Thiamin eher einen langfristigen Effekt im Sinne einer
Senkung von Risikofaktoren (AGEs) zur Folge, da sich die genannten degenerativen
Erkrankungen Uber einen langen Zeitraum entwickeln und ein weiteres experimentelles

Modell gewahlt werden musste.

5.6 Verstarktes Auftreten antiapoptotischer Proteine unter Thiamin

Im Vergleich der beiden Zellreihen untereinander zeigten sich die Effekte etwas
deutlicher fur neuronale Zellen als fir Schwann-Zellen. Eine mogliche Erklarung hierfur
ware, dass neuronale Zellen einen besonders hohen Energiebedarf haben (112) und
somit mdglicherweise eher auf Anderungen des Thiaminspiegels reagieren. Wurden
neuronale Zellen unter osmotischem Stress mit Thiamin behandelt, war den
Vermessungen zufolge die Menge antiapoptotischer Proteine unter allen
Thiaminderivaten verstarkt vertreten.

Es gab unter Betrachtung der Western-Blot-Ergebnisse Hinweise fir eine erhdhte
Menge antiapoptotischer Proteine, die eher unter osmotischem Stress als unter
oxidativem Stress auftrat. THCI fuhrte unter osmotischem Stress bei beiden Zellreihen

zu einem gesteigerten Auftreten aller getesteten antapoptotischen Proteine. In
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Zusammenschau der Ergebnisse wiesen die Proteine eine partiell gesteigerte

Aktivierung auf, denen jedoch keine Zelltodreduktion folgte (Abbildung 30).

Thiamin
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(osmotisch,
oxidativ) ? @

?
J_ ) — Hinweise auf partiell
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Apoptose ? Ausbleiben der anti-
- apoptotischen Wirkung im
Zelltodversuch

Abbildung 30: Antiapoptotische Wirkung von Thiaminderivaten bei neuronalen und Schwann-
Zellen

Fir die in vorliegender Studie untersuchten Thiaminderivate gab es unter osmotischem oder
oxidativem Zellstress Hinweise auf partiell gesteigerte Menge und Aktivierung von AKT, CREB
und ERK, nicht aber auf eine Reduktion von Zelltod. Abbildung adaptiert nach Leisz et al. (3).

Das verstarkte Auftreten von ERK, CREB und ERK unter osmotischem statt unter
oxidativem Stress lie3e sich als eine Mdglichkeit der Mechanismen im Rahmen einer
Anpassungsreaktion verstehen (104). Die Frage, ob dieser Mechanismus tatsachlich
eher unter osmotischem als unter oxidativem Stress auftritt, 1asst sich nicht sicher
beantworten, hierzu bleiben weitere Studien abzuwarten.

Ein denkbarer Ansatz, die unterschiedliche Wirkung auf die verschiedenen Stressarten
zu erklaren, ware, dass die Zellen nicht exakt gleich schnell mit dem Zelltod auf 2 %
EtOH bzw. 150 mmol/l NaCl reagiert haben kdnnten. Wenn der Zelltod unter oxidativem
Stress also in einer fruheren Phase der Stressreaktion eingetreten ware als nach
osmotischem Stress, hatten die osmotisch gestressten Zellen vermutlich mehr Zeit
gehabt, mit der Synthese antiapoptotischer Proteine zu reagieren. Zellen in anderen
Studien brauchten 2-6 h, um sich an osmotischen und oxidativen Stress anzupassen
(104). In diesem Zuge werden vermehrt Thiamin-abhangige Enzyme synthetisiert (104),
die letztlich mdglicherweise flr die antiapoptotische Funktion des Thiamin
mitverantwortlich sein kdnnten. Der Zellstress in vorliegendem Modell wird

augenblicklich hinzugegeben. Wann in vorliegender Studie jedoch genau der Zeitpunkt
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des Zelltods eintrat, Iasst sich im Rahmen des gewahlten Zellmodells nicht feststellen.

Deutlich wird nur, wie viele Zellen 24 h nach Zellstress gestorben waren.

Die zunachst vielversprechenden Ergebnisse sind wenig aussagekraftig, denn die
erhdhte Menge antiapoptotischer Proteine war bei allen Proben nur schwach
ausgepragt, zum Teil betrug der Unterschied nur 2 (neuronale Zellen, THCI, osmotischer
Stress, AKT) bis maximal 39 (Schwann-Zellen, BFT, osmotischer Stress) Prozentpunkte.
Fur eindeutige Schlussfolgerungen bedurfte es hier deutlicherer Unterschiede. Bei
genauerer Betrachtung fallen auch teils zu deutliche Schwankungen auf, was es weiter
erschwert, eindeutige Aussagen aus den Ergebnissen abzuleiten. Eine Ursache hierfir
konnte nicht identifiziert werden. Fur die Berechnung der Messwerte unter SBT und DBT
wurden dieselben Werte der Lmk verwendet, da beide Substanzen in DMSO geldst
wurden. Die Messwerte wurden jedoch wie auch in der Zelltodmessung nicht fur

multiples Testen korrigiert, da dies die Aussagekraft nicht wesentlich beeinflusst hatte.

Wurden die antiapoptotischen Proteine unter oxidativem Stress untersucht, war ein
Grol3teil der antiapoptotischen Proteine sogar leicht erniedrigt, sodass hier eine positive
Wirkung des Thiamins auf die antiapoptotischen Proteine angezweifelt werden kann.

Eine andere Ursache der Proteinverminderung konnte nicht eruiert werden.

THCI erhohte die Proteine unter osmotischem Stress bei allen Zellreihen nie mehr als
20 %. Unter oxidativem Stress bewirkte es sogar durchgehend eine Verringerung der
Proteine, was nicht fir eine antiapoptotische Wirksamkeit spricht.

SBT erhéhte nur CREB um 6 bzw. 31 % unter osmotischem Stress und ERK unter
oxidativem Stress in neuronalen Zellen um 13 bzw. 17 % — sonst wichen die
Proteinmengen kaum von der Kontrolle ab. DBT bewirkte zum Teil eine erhdhte Menge
der Proteine, verursachte unter oxidativem Stress jedoch ebenfalls eine Verringerung
aller untersuchter Proteine, obwohl Sambon et al. eine antioxidative Wirkung fur DBT
zeigen konnten (113). Mdgliche Griinde kdnnten wie bereits diskutiert auch in der Art
des Versuchsaufbaus liegen.

BFT steigerte die Menge unter osmotischem Stress vor allem in neuronalen Zellen — der
grofldte Unterschied betrug dabei allerdings auch nur 19 % bei AKT und 39 % bei CREB
bei recht hoher Verteilung der Werte.

Es muss somit festgestellt werden, dass keines der Thiaminderivate zu einer sehr
eindeutigen Steigerung der antiapoptotischen Proteine AKT, CREB und ERK fiihrte, eine

steigernde Wirkung kann jedoch nicht vollig ausgeschlossen werden.
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Die Ergebnisse fur die erhoffte gesteigerte Aktivitat der Proteine waren insgesamt noch
weniger vielversprechend als die Quantifizierung der Gesamtproteine. So gab kaum
Hinweise auf gesteigerte Phosphorylierungen von AKT, CREB oder ERK. Diese hatten
eine gesteigerte antiapoptotische Aktivitat zur Folge gehabt. Diese Beobachtung passt
zu dem Ergebnis der vorliegenden Studie, dass Thiamin keine neuroprotektive Wirkung

im Zelltodversuch entfalten konnte.

5.7 Allgemeine Limitationen der in vitro Methodik

Das Zellmodell bildet naherungsweise den lebenden Organismus ab, hat aber
entsprechende Limitationen. In der vorliegenden Studie konnte die Pharmakodynamik
des Thiamins nicht berucksichtigt werden. Dazu zahlt sowohl das Prinzip enteraler
Aufnahme einschliel3lich des First-pass-Effekts, als auch das Vorliegen einer Blut-Hirn-
Schranke, sowie die Ausscheidung aus dem Organismus. Hierflr ware ein in vivo Modell
erforderlich.

Im Organismus kommt es physiologisch zu einem allmahlichen Anstieg durch
Einwartstransport Uber die Thiamintransporter 1 und 2 (40). Zellen in vivo haben also die
Moglichkeit, eine langsame Toleranz gegenliber dem Thiaminspiegel zu aufzubauen,
wahrend es im Zellmodell zu raschen Milieuveranderungen kommt. Im Zellmodell
geschieht die Anflutung des Thiamins augenblicklich. Um eine potenziell toxische
Wirkung im Rahmen dieser Dynamik auszuschlieRen, wurde das Wachstumsverhalten
untersucht.

Einschrankend kommt hinzu, dass der augenblicklich maximale Thiaminspiegel in vitro
Uber die Dauer des Versuchs hinweg vermutlich nicht konstant hoch bleibt. Durch die
Aufnahme des Thiamins in die Zellen kénnte der Thiamingehalt im Medium sinken,
welcher aus praktischen Griinden nur bedingt erneuert werden kann. Um dem Problem
des Thiaminverbrauchs, und damit dem Sinken des Wirkstoffspiegels entgegen zu
wirken, wurde deshalb stets wahrend der Versetzung mit oxidativer oder osmotischer
Zellstresssubstanz ein Wechsel des Nahrmediums durchgefuhrt, welches mit dem
ursprunglichen Thiamingehalt versetzt wurde. Jeder Mediumwechsel stellt jedoch
potentiellen zusatzlichen Stress dar, vorrangig durch mechanische Scherkrafte auf dem
Boden der Zellkulturschale. Es wurde versucht, durch ein reproduzierbares
Testverfahren einer Verzerrung entgegenzuwirken. Auflerdem wurde wahrend des
gesamten Versuchsablaufs durch o. g. gleichzeitige Gabe von Stresssubstanz und
Medium nur ein Mediumwechsel erforderlich. In diesem Zuge konnten nicht nur das

Thiamin, sondern auch alle anderen bendtigten und im Medium enthaltenen
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Mikronahrstoffe, wie beispielsweise Glucose, erganzt werden. Im Organismus ware
hingegen eine konstantere Grundversorgung der Zellen gewahrleistet gewesen.

In einer Studie mit einem ahnlichen Zellmodell wird bereits auf die Limitationen durch
weitere schwierig abbildbare in vivo-Faktoren hingewiesen, wie die Immunantwort, die
Zell — Zell — Interaktion und insbesondere die Interaktion mit anderen Zelltypen (3). Ein

natirliches Gewebemilieu kann somit nur ndherungsweise abgebildet werden.

Es kdnnte sinnvoll sein, Zellen verschiedenen Stressformen gleichzeitig auszusetzen,
um eine Operationssituation besser nachzubilden. Ein Nachteil ware dabei die fehlende
Differenzierung, da untersucht werden sollte, auf welche Stressform Thiamin am

ehesten einen neuroprotektiven Einfluss hat.

Eine Limitation der vorliegenden Studie ist, dass die gewahlten Stressoren an Stelle von
Apoptose auch zu Nekrosen fiihren (5). Um die Unterscheidung zwischen Apoptose und
Nekrose vornehmen zu kénnen, wurde eine PI/Annexin-V-Farbung durchgefihrt, in der
unter dem Einfluss von oxidativem und osmotischem Stress mehr Nekrosen als
Apoptosen festgestellt wurden (5). Diese Beobachtung lasst sich auch auf vorliegende
Studie anwenden. Die LDH-Zytotoxizitatsmessung unterscheidet hier nicht zwischen
Apoptose und Nekrose, da es sich in beiden Fallen um Zelltod handelt, bei dem LDH
freigesetzt wird. Dies konnte eine Erklarung fur mangelnde Effekte im Zelltodversuch
gewesen sein.

Durch einen standardisierten Bersuchsaufbau wurde versucht, Verzerrungen
entgegenzuwirken. So wirkt sich eine Anderung der Apoptose auch auf den Zelltod aus,
doch moglicherweise war die LDH-Messung hier als Methode nicht spezifisch genug.
Mdglicherweise kdnnten durch eine entsprechende Differenzierung aussagekraftigere
Ergebnisse zustande kommen, da Thiamin als potentiell antiapoptotische Substanz

mdglicherweise keinen positiven Einfluss auf nekrotische Zellen nimmt.

Fir das Stressmodell der vorliegenden Studie spricht die bereits erfolgreiche
Anwendung eines dhnlichen Modells, mittels dessen durch das antiapoptotisch wirkende
Nimodipin effektiv Zelltod verhindert werden konnte (3). Durch einen ahnlichen Aufbau

des Studiendesigns (3) steigt seine Reliabilitat.

6 Zusammenfassung und Ausblick

Neurochirurgische Operationen, wie die Entfernung des Vestibularisschwannoms,

stellen - auch fur umliegendes, gesundes Gewebe - des zentralen und peripheren NS
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eine erhebliche Stressbelastung dar. Durch Freisetzung zahlreicher Metabolite entsteht
osmotischer und oxidativer Stress, der im vorliegenden Zellmodell Zelltod induzierte. Die
Forschung ist deshalb darum bemuht, zahlreiche vielversprechende Substanzen mit
potenziell antiapoptotischer Wirkung auf ihre Fahigkeit, Zelltod zu verhindern, zu
untersuchen. In Bezug auf Schwann-Zellen, Astrozyten und neuronale Zellen gelang
dies beispielsweise bereits beim Nimodipin (3). Fur das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Thiamin gibt es in der Literatur Hinweise auf eine glinstige Beeinflussung
traumatischer Hirnldsionen und neurodegenerativer Erkrankungen. Antiapoptotische
Effekte konnten bereits belegt werden in experimentellen Studien mit Endothelzellen. In
Bezug auf neuroprotektive Effekte in Bezug auf Zellen des NS ist die Studienlage bislang
mangelhaft, andere Studienergebnisse wie zur glnstigen Wirkung des Thiamins

gegenuber traumatischen Hirnlasionen geben hier Anlass zur Hoffnung.

In der vorliegenden Arbeit wurden potentiell antiapoptotische Effekte des Thiamins auf
Schwann-Zellen und neuronale Zellen untersucht. Hierfir wurden die Zellen in immer
gleicher Zahl ausgesat und in thiaminarmem Medium kultiviert.

Zunachst wurde ein Versuch ohne Stress durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass Thiamin
keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen hatte.

In den folgenden Versuchen wurden die Zellen 24 h nach Aussaat mit osmotischem oder
oxidativem Stress versetzt, was den Zelltod herbeifhrte. 4 h vor der Stressbeibringung
wurden die Zellen mit vier unterschiedlichen Thiaminderivaten vorbehandelt. 24 h nach
Stress erfolgte die Auswertung. Thiamin hatte keinen gunstigen Einfluss auf das
Uberleben der Zellen unter osmotischem oder oxidativem Stress.

Es wurden anschliefend mithilfe eines Western Blots die antiapoptotischen Proteine
AKT, CREB und ERK untersucht. Dies geschah anhand von Zellen, die in gleicher Weise
oben genannten Versuchsaufbau durchlaufen hatten und entsprechend behandelt und
mit Stress versetzt worden waren.

Die vorliegenden Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Thiamin zu einer tendentiellen
Steigerung der intrazellularen antiapoptotischen Proteine AKT, CREB und ERK flhrte,
wahrend die Phosphorylierung und damit eigentliche Aktivierung der Proteine
weitestgehend ausblieb. Die Steigerung der Proteinmenge fand eher unter osmotischem
Stress als unter oxidativem Stress statt, dies kann jedoch durch unbekannte
Einflussfaktoren, eine starker neurotoxische Wirkung des oxidativen im Vergleich zum
osmotischen Stress, oder durch zeitliche Unterschiede der oxidativen im Vergleich zur

osmotischen Anpassungsreaktion bedingt sein.
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Die Proteinsteigerung zeichnete sich eher bei neuronalen Zellen als bei Schwann-Zellen
ab, was madglicherweise mit dem vergleichsweise hdheren Energiebedarf der
neuronalen Zellen zusammenhangen konnte.

Es mussten zuklnftig weitere Anstrengungen unternommen werden, antiapoptotische
Substanzen zu finden. Auf das Nimodipin kdnnen groRere Hoffnungen gesetzt werden.
Es lassen sich anhand der vorliegenden Daten keine Aussagen uUber die tatsachliche
antiapoptotische Wirksamkeit des Thiamins ableiten, sodass sich aktuell keine
Empfehlungen ergeben, die man fir die klinische Anwendung, etwa im Rahmen einer

Operation, einsetzen kdnnte.

In dieser Studie konnten die thiaminassoziierte Antiapoptose und entsprechende
Mechanismen nicht gezeigt werden. Dennoch lohnt es sich, nicht zuletzt aufgrund
vorangegangener  vielversprechender  Studienergebnisse, zum moglichen
neuroprotektiven Einfluss dieser vielseitigen Substanz weitere Studien anzustellen,
denn moglicherweise liegt ihr Potential noch im Dunkeln.

Mdglicherweise sind weitere potentiell antiapoptotische Mechanismen des Thiamins
noch nicht entschlusselt, sodass weitere Studien abzuwarten sind. Ein wichtiger Ansatz
ist die ein glykoprotektiver Effekt (33, 106), sowie eine Wirkung gegen
Neurodegeneration (58).

Mochte man einen Ausblick auf die Anwendbarkeit auf Zellen des NS wahrend einer
Operation geben, kommen weitere Faktoren hinzu, die nicht gesondert untersucht
worden sind. Dies sind besonders mechanischer Stress und Stress durch Licht bzw.
Hitze (4, 5). Hier sind weitere Untersuchungen mit diesen Stresstypen notwendig.
Nervenzellen sind im Rahmen einer Operation noch vielen weiteren potentiell
schadigenden Einflissen ausgesetzt.

Hierzu koénnen beispielsweise auch Verdnderungen des pH-Werts durch eine
Verwendung chirurgischen Saug- und Fillmaterials wie Tabotamp® (Ethicon,
Bridgewater, New Jersey, (USA)) zahlen, welche zur Irritation der Hirnzellen bis hin zu
Neurotoxizitat fihren kénnen, wie neuere Untersuchungen zeigen (114). Diese oder
ahnliche Stresstypen wurden nicht in der vorliegenden Arbeit berlcksichtigt und bieten
Anlass fir weitere Untersuchungen. Ebenfalls sollte zukinftige Forschung zu anderen
antiapoptotisch wirksamen Substanzen, wie dem Nimodipin, intensiviert werden, um

tiefere Erkentnisse zur neuroprotektiven Wirksamkeit zu erlangen (5).
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8 Thesen

1. Thiamin hat in den gewahlten Konzentrationen keinen toxischen Effekt auf

Schwann- und neuronale Zellen.

2. Thiamin beeinflusst die Zellproliferation von Schwann- und neuronalen Zellen

nicht.

3. Thiamin hat keinen giinstigen Einfluss auf das Uberleben von Schwann- und
neuronalen Zellen unter osmotischem oder oxidativem Stress, die Daten hierzu

waren nicht signifkant.

4. Es gab Hinweise, dass Thiamin die intrazelluldre Menge der antiapoptotischen
Proteine AKT, CREB und ERK tendentiell unter osmotischem Stress und
vorwiegend in neuronalen Zellen steigerte, diese waren jedoch nicht sehr

eindeutig.

5. Bislang gibt es nicht ausreichende Hinweise, dass Thiamin einen positiven
Einfluss auf Gewebeschaden im Rahmen einer neurochirurgischen Operation

und damit verbundene Stressoren haben konnte.
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