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Referat

Methylglyoxal (MG) ist ein hauptséachlich in der Glykolyse entstehendes neurotoxisches
a,B- Dicarbonyl, welches Proteine in ihrer Funktion und Struktur beeintrachtigen kann.
Im zentralen Nervensystem reprimiert MG den Energiehaushalt, verstarkt den
oxidativen Stress und fiihrt zur Inflammation. Entgiftet wird MG durch das ubiquitar,
zytosolisch exprimierte Glyoxalase (Glo) System. Das Glo System besteht aus den
Enzymen Glo1 und 2, welche MG mit Glutathion als Kofaktor zu Laktat abbauen.
Veranderungen des Glo Systems wurden bereits in degenerativen und strukturellen
Erkrankungen des Gehirns gezeigt. Jedoch existieren nur wenige Daten zur Rolle der
Glo1 nach einer akuten Gehirnschadigung. Auch Daten zur Veranderung der Glo1
durch seinen neuroprotektiven Inhibitor Ethylpyruvat (EP) fehlen.

In organotypischen, hippokampalen Schnittkulturen konnte nach exzitotoxischer
Schadigung mittels Western Blot Analysen eine zeitlich abhdngige Umverteilung des
Glo1 Monomers hin zum Glo1 Dimer beobachtet werden. Zudem fand sich eine
Zunahme der Glo1 Immunreaktivitdt nach exzitotoxischer Schadigung, die einer
Translokation der Glo1 hin zur neuronalen Zellmembran folgte. AnschlieRend wurden
diese Befunde in vivo im Modell des permanenten Verschlusses der Arteria cerebri
media (pPMCAOQ) immunhistochemisch Uberprift. Hier fand sich auf der geschadigten
Seite eine starke neuronale Expression der Glo1, welche nach 60 Tagen verschwand
und durch eine astrozytare Glo1 Immunreaktivitat abgelést wurde. Nachfolgend wurde
in der mikrogliaren Zelllinie BV2 und der neuronalen Zelllinie HT22 Uberprift, inwiefern
die Glo1 Immunreaktivitdt zeitlich und nach Stimulation variiert und ob die Glo1
Immunreaktivitdt durch die Behandlung mit EP verandert werden kann. In diesen
Experimenten konnten keine zeitlichen, stimulations- und EP abhangigen Unterschiede
der Glo1 Immunreaktion beobachtet werden. Im scratch wound assay primarer
Astrozyten konnte gezeigt werden, dass EP die astrozytdre Narbenbildung
verlangsamt. Diese Ergebnisse identifizieren Glo1 als Ziel flir mobgliche
Neurotherapeutika. Anhand der Zellkulturversuche kdnnten Astrozyten der zellulare

Angriffspunkt von EP sein.

Pieroh, Philipp: Zeitliche Veranderungen der Glyoxalase 1 nach akuter
Gehirnschadigung und die Rolle von Ethylpyruvat auf die astrozytare Narbenbildung.
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2016
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Folgen des Schlaganfalls

Der Schlaganfall wird durch die WHO als Durchblutungsstérung in Folge einer
Gefalruptur oder Verlegung der hirnversorgenden Gefalie definiert.

In den Vereinigten Staaten von Amerika erleiden pro Jahr ca. 795000 Menschen einen
Schlaganfall, davon sind ca. 600000 Erstmanifestationen [1]. Der Schlaganfall belegt,
hinter Herzerkrankungen, malignen Neubildungen und chronischen Erkrankungen der
Atemwege, Platz vier der Todesursachenstatistik. Zudem erleiden zunehmend jlingere
Menschen einen Schlaganfall. Neben der erhdhten Mortalitat der Uberlebenden sieht
man sich immer mehr mit den Problemen der individuellen Belastung nach
Schlaganfall und konsekutiven Beeintrachtigungen konfrontiert [2,3].

Von der Gesamtheit der Schlaganfalle wird der GrofRteil (87%) durch die ischamischen
Schlaganfalle reprasentiert [1]. Der ischamische Schlaganfall ist durch eine plétzliche,
vaskulare Minderversorgung des Gehirns gekennzeichnet. Diese wird meist durch eine
kardiale Embolie, grol3¢flachige arteriosklerotische Plaques und/oder Mikroangiopathien
hervorgerufen [4,5]. Die Thrombolyse innerhalb der ersten 3-4,5 Stunden (h) nach
Ischamie mit dem Ziel der Revaskularisierung stellt die einzig verfligbare, etablierte
kausale Therapie dar [6]. Zusatzlich soll die Integritat und somit die Barrierefunktion
der Blut-Hirn-Schranke gewahrleistet werden [7]. Die Thrombolyse sowie die derzeit
diskutierten endovaskularen Therapien zielen auf die Reperfusion und damit auf die
Behebung des primaren Schadens ab [8,9]. Jedoch flihren auch die nachgeschaltete
Ereignisse zu einem weiteren neuronalen Untergang einhergehend mit einer

Ausdehnung des Infarktvolumens innerhalb der ersten Tage bis Wochen [10].

1.2 Der sekundéare neuronale Schaden

Die entstandene Minderversorgung des Gehirns reprasentiert den primaren Schaden
und fihrt zur Aktivierung einer Kaskade von Ereignissen, die als sekundarer
neuronaler Schaden zusammengefasst wird [11,12].

Zu den Mechanismen des Sekundarschadens zahlen die Exzitotoxizitat, die Produktion

freier Radikale und die Neuroinflammation [13,14].

1.21 Exzitotoxizitat

Exzitotoxizitat leitet sich von der durch den exzitotoxischen Neurotransmitter Glutamat
vermittelten Auslésung von Depolarisationen ab [15].

Wahrend der Ischamie kommt es zur erhéhten Ausschittung und damit zu einem

Uberangebot von Glutamat [16,17]. Die dadurch vermehrt stattfindenden



Depolarisationen beeintrachtigen den Energiehaushalt und die Funktion der
umliegenden Neuronen und fiihren infolgedessen zum neuronalen Untergang [18—20].
Dieser Prozess wird als Exzitotoxizitat bezeichnet.

Glutamat entfaltet seine Wirkung sowohl Uber die iontotropen, spannungsabhangigen
N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA), Kainat- und  a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolepropionische Saure (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid,
AMPA) Rezeptoren als auch ber metabotrope Rezeptoren, welche an intrazellulare
Signalkaskaden gekoppelt sind [21]. Im Prozess des exzitotoxischen neuronalen
Schadens spielt der NMDA Rezeptor wohl die wichtigste Rolle [22,23]. Der NMDA
Rezeptor besteht aus vier Untereinheiten und ist primar fiir Calciumionen (Ca?*), aber
auch fur Natriumionen (Na*) und Kaliumionen (K"), durchlassig [24]. Die Aktivierung
durch NMDA oder Glutamat fiihrt dabei zu einem intrazelluldren Fluss von Ca®*, Na*
und Chloridionen (CI') mit konsekutivem Wassereinstrom [25]. Dieser Wassereinstrom
fuhrt vom Anschwellen bis zum Untergang der Neurone.

Bedingt durch die NMDA Rezeptoraktivierung tragt der Ca?'-Uberschuss zur
Neurodegeneration bei [17,26,27]. Die Exzitotoxizitat fihrt zum Ausfall des Ca®*-Na*
Austauschers an der Zellmembran und |aRt die alternativen Puffersysteme, wie die
Mitochondrien, notwendig werden [28,29]. Der intramitochondrialer ca® Anstieg
erniedrigt das mitochondriale Membranpotenzial und dadurch die Phosphorylierung
von Adenosindiphosphat (ADP) zum Energietrdger Adenosintriphosphat (ATP). Der
ATP Gehalt wird durch das Ausschleusen von Ca®*und durch die Glutamat vermittelte
ATP Synthese Hemmung weiter herabgesetzt [30,31]. Neben der energetischen
Imbalance entstehen durch den fehlenden Elektronentransfer innerhalb der
Atmungskette reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) [32,33].
Nach Erschoépfung der mitochondrialen Pufferkapazitat folgt die Depolairsation der
Mitochondiren wodurch die zyotsolische Ca®* Konzentration erhoht wird und weitere
Depolarisationen vermittelt werden.

Parallel kommt es durch die Kopplung des NMDA Rezeptors uUber das postsynaptic
density protein (PSD) 95 zur Induktion der neuronalen Stickstoffmonoxidsynthase
(nNOS) mit nachfolgender Stickstoffmonoxid- (NO)-produktion [34].

Unter physiologischen Bedingungen wiirde die Ca** Erhéhung die Ca®- Calmodulin
Kinase Il (CaMKII) aktivieren, welche nNOS phosphoryliert und die NO Konzentration
senkt [35,36]. Jedoch kommt es durch ein verringertes ATP/ADP Verhaltnis und die
ischamisch verursachte Azidose zu einer Zusammenlagerung mit Funktionsverlust der
CaMKIl [37,38]. Zusatzlich bedingen die hohen Glutamatkonzentrationen eine
Aktivierung der Protein Phosphatase 1, welche nNOS dephosphoryliert und deren
Aktivitat steigert [39].



Damit wird durch den exzitotoxischen Prozess die Entstehung von ROS und NO

UbermaRig gesteigert, was im Zustand des oxidativen Stresses miindet.

1.2.2 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress bezeichnet das Uberangebot von Sauerstoffverbindungen oder
lonen, die durch ihre hohe Reaktivitdt Proteine, Membranlipide und
Desoxyribonukleinsduren (DNS) modifizieren und in Halbwertszeit, Funktionalitdt und
Struktur beeintrachtigen, und damit die Zelle schadigen [40,41]. Die hohe Reaktivitat ist
begrindet auf mindestens einem inkomplett besetztem Elektronenorbital des
Sauerstoffs oder der entsprechenden Verbindung [41]. Auch physiologisch entstehen
ROS, werden aber effektiv neutralisiert. Allerdings erhéht die NMDA
Rezeptoraktivierung die ROS Produktion (iber die Kapazitat der antioxidativen Abwehr
hinaus und verursacht eine Imbalance, die als oxidativer Stress bezeichnet wird
[42,43]. Eine Blockierung des NMDA Rezeptors reduziert die entstehenden ROS,
welche initial vor allem in den Mitochondrien durch deren eingeschrankte Funktionalitat
entstehen [33,44]. Durch den Energiemangel und die fehlende Phosphorylierung von
ADP zur ATP wird zusatzlich im Zytoplasma ADP durch die Xanthinoxidase zu
Hypoxanthin und Xanthin unter Steigerung der ROS abgebaut [45,46]. Die Entstehung
von ROS ist somit ein dynamischer, mehrstufiger Prozess, der nicht seinen alleinigen
Ursprung in den Mitochondrien besitzt [46].

Die nNOS Aktivierung erhéht die Konzentrationen von Superoxid und NO, welche zum
hoch reaktiven Peroxynitrit reagieren [47]. NO inhibiert zudem den Komplex IV der
Atmungskette und unterhalt damit den oxidativen Stress [48]. Stickstoffverbindungen
sind aulRerdem in der Lage Proteine mit Cysteinresten oder Sulfhydrylgruppen im
Sinne einer S- Nitrosylierung zu modifizieren und so deren Funktion einzuschranken
[49-51]. Allerdings kénnen Stickstoffverbindungen auch zellulare
Uberlebensmechanismen aktivieren, wodurch Protektion und Destruktion durch die NO
Dosis bestimmt wird [52,53]. Diese Dosis scheint in der Exzitotoxizitat Gberschritten,
sodass sich die destruktiven Effekte entfalten, die Mitochondrien depolarisieren und die
Apoptose induziert wird [53-55]. Im ischamischen Kern dagegen wird die rapide
intrazellulare Steigerung der Na*, Ca?* Konzentrationen von einem konsekutivem

Wassereinstrom gefolgt, der den nekrotischen Untergang zur Folge hat [56].

1.2.3 Die antioxidative Abwehr und deren metabolische Konsequenz

Um den neuronalen Untergang zu vermeiden, bedienen sich Zellen antioxidativen
Abwehrmechanismen in Form von Peroxiredoxinen, Superoxiddismutasen, Katalasen
und reduziertem Glutathion (GSH) [41,57,58].



Glutathion ist ein Tripeptid bestehend aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und
Gylcin. Allerdings ist die extrazelluldre Konzentration der drei, fur die Synthese
notwendigen Aminosauren, durch die Neurotransmitterfunktion von Glycin und
Glutamat und das neurotoxische Potential von Cystein, gering [59,60]. Damit werden
vermehrt Rickgewinnungsprozesse zur GSH Bereitstellung genutzt. Nach
Ausschopfung des GSH Pools als Reduktionsaquivalent (Elektronenakzeptor) entsteht
die oxidierte Form des Glutathions (GSSG) [61]. Unter Verbrauch von reduziertem
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) wird GSSG durch die
Glutathion Reduktasen zu GSH reduziert [60,62]. Neben einer Vielzahl von NADPH
regenerierenden Enzymen, wird der Grofdteil von NADPH im Pentosephosphatweg
(pentose phosphate pathway, PPP) aus Glukose bereitgestellt [63-65].

Neben der metabolischen Konsequenz des verminderten Glukoseangebots wird die
antioxidative Abwehr beeintrachtigt und es entsteht eine Konkurrenzsituation zwischen
PPP und Glykolyse um die verbleibende Glukose [66—68].

Um diese Konkurrenz zu mindern und eine ausreichende Engergiebereitstellung zu
sichern, wird der neuronale oxidative Stoffwechsel induziert [68—71]. Der Groldteil des
ATPs wird namlich vornehmlich durch die oxidative Phosphorylierung und die
Degradation von Pyruvat im Tricarbonsdurezyklus (TCA) generiert [64,68]. Die
Bedeutung dieser Einspeisung wird in Stresssituationen durch die Stimulation des TCA
und der NADH Bereitstellung infolge des mitochondrialen Ca** Einstroms deutlich
[72,73].

Neurone exprimieren Laktattransporter und kénnen Laktat ber den TCA direkt zur
Energiegewinnung nutzen [74-76].

Die Herkunft des Laktats aus der neuronalen Glykolyse oder durch Bereitstellung
anderer Zellen im zentralen Nervensystem (ZNS) ist dabei umstritten.

Die Schatzung der neuronalen Metabolisierung von Glukose (25%) und Laktat (75%)
legt jedoch nahe, dass das Laktat nicht von den Neuronen, sondern anderen Zellen
produziert wird [76,77]. Zusatzlich zeigen Transkriptomanalysen ein reduziertes
Vorkommen glykolytischer Enzyme, wie beispielsweise der Pyruvatkinase [78-80].
Auch die Anpassungsfahigkeit entscheidender glykolytischer Enzyme, wie der
Phosphofructokinase 1, ist neuronal deutlich reduziert [81-83].

Zudem scheint die Glykolyse, durch die Konkurrenz von PPP und Glykolyse um die
vorhandene Glukose, als entscheidende Energiequelle unwahrscheinlich [65].
Basierend auf diesen Befunden ergibt sich die Frage, wie die Bereitstellung
notwendiger Energiesubstrate, Antioxidativa und der Abbau von Glutamat zur

Minderung der Exzitotoxizitat realisiert werden kann.



1.3 Die Rolle der Glia im sekunddren Schaden

Astrozyten, Mikroglia, Oligodendrozyten und NG2- positive Zellen reprasentieren als
Gliazellen die groRte Zellpopulation innerhalb des ZNS [84]. In der Population der
Gliazellen sind die meisten Zellen Astrozyten, von denen ein Einzelner mit mehreren
Synapsen in Kontakt steht [84,85]. Astrozyten erflullen elementare Aufgaben zur
Sicherung des neuronalen Uberlebens [86]. Fiihrend hier sind der K" und H* Transport,
welcher einerseits die Fortsetzung der Depolarisationen im Infarktgebiet limitieren kann
und gleichzeitig die ischamische Azidose dampft [87,88]. Fur den aktiven Transport
von K* iber die Na*-K*-ATPase wird ATP benétigt, welches in der Ischamie fehlt und
einen Grund fiir die beobachteten Periinfarktdepolaisationen bietet [86,89,90]. Neben
den passiven und aktiven Mechanismen zur Aufrechterhaltung der lonengradienten
stellen die gap junctions, als funktionelle Verbindung der Astrozyten, einen wichtigen
Bestandteil zur Aufrechterhaltung der lonengradienten dar [86,91].

Dieses funktionelle Synzytium wird durch die Ischdmie und das hier entstehende NO
entkoppelt und steigert die Anfalligkeit der Astrozyten gegeniber oxidativem Stress
[92,93]. Daneben wird auch die astrozytare Ca?* Clearence beeintrachtigt, wodurch die
Exzitotoxizitat unterhalten wird [94]. Astrozyten stehen mit ihren Fortsatzen in engem
Kontakt mit den Blutkapillaren, nehmen einen Grofteil der Glukose aus dem

Blutkreislauf auf und stellen diese Neuronen bereit [95-97].

1.31 Die metabolische neuronale-astrozytare Kopplung und deren Bedeutung
in der Exzitotoxizitat

Astrozyten entgiften Glutamat, indem sie Glutamat, H" und Na*im Austausch fiir ein K*
Uber spezifische Transporter aufnehmen [98]. Der dadurch steigende Na* Gradient
wird Uber die Na*-K*- ATPase reduziert [86]. Dieser Austausch reprasentiert einen der
energieaufwendigsten Schritte innerhalb des ZNS und bedingt auch die geringere
Glutamat Anfalligkeit von Astrozyten im Vergleich zu Neuronen [99,100]. Im Gegensatz
zur Depletion des neuronalen Glutamattransporters steigert das Ausschalten des
glidsen Glutamattransporters die exzitotoxische Anfélligkeit der Neuronen deutlich
[101,102]. Allerdings funktionieren die Glutamat Transporter bidirektional. Unter ATP
Depletion stromt Glutamat nach extrazellular und unterhalt die Exzitotoxizitat [103,104].
Zusatzlich limitiert die ischamische Azidose den Prozess der Glutamataufnahme und
verstarkt die Exzitotoxizitat [105].

Nach der Aufnahme wird Glutamat ATP-abhangig durch die rein astrozytar
vorkommende Glutaminsynthetase zu Glutamin metabolisiert, welches anschlieend in
Neuronen zur erneuten Glutamatregeneration genutzt werden kann [106,107]. Auch

das aus dem Abbau von Glutamat entstehende a-Ketoglutarat und Alanin kénnen dazu



bereitgestellt werden. Alternativ kann Glutamat auch in den astrozytaren TCA
eingespeist werden, der Bereitstellung von Substraten fir den neuronalen TCA dient
[108,109]. Es ist jedoch unklar welche Substrate des TCA an die Neurone abgegeben
werden, da unterschiedliche Daten zur Expression der verschiedenen TCA Enzyme,
wie z.B. der Pyruvatdecarboxlayse, existieren [110]. Neben den energetisch wichtigen
Substraten werden durch den TCA auch Reduktionsaquivalente, wie GSH,
bereitgestellt und gegebenenfalls an Neurone abgegeben [111,112]. Neben der
astrozytaren Glykolyse kann auch das rein astrozytar vorkommende Glykogen zur ATP
Bereitstellung genutzt werden [113,114]. Daneben kann das aufgenommene Glutamat
zur astrozytéren Energiegewinnung im TCA genutzt werden, wobei der intrazellulare
pH Uber eine glykolytische oder TCA bedingte ATP Generation entscheidet [115-117].
Dennoch scheint der GroRteil des astrozytaren ATPs durch die Glykolyse generiert zu
werden. Diese Annahme wird gestitzt durch die erhdhte Expression und die
geminderte Degradation des glykolytischen Induktorenzyms Fructose-6-Phosphat-2-
Kinase-Fructose-2,6-Bisphosphatas (6-Phosphofructo-2- Kinase/Fructose-2,6-
Biphosphatase 3; Pfkfb3) [78,118]. Zusatzlich stellen die Expression der vornehmliche
Laktat generierende Laktatdehydrogenase, die Inaktivierung der
Pyruvatdehydrogenase und die geringe Expression des Malat-Aspartat Shuttles (MAS)
ein Hindernis zur Einschleusung von metabolisierter Glukose in den astrozytaren TCA
dar [119-121]. In Neuronen dominiert dagegen die Pyruvat generierende
Laktatdehydrogenaseisoform, eine erhdhte Expression der aktiven
Pyruvatdehydrogenase, eine hohe Expression des MAS und eine starke Degradation
von Pfkfb3 [118-121].

Demnach ware eine astrozytare, glykolytischer Degradation von Glukose zu Laktat mit
nachfolgender Bereitstellung Uber stressinduzierbare, neuronale Laktattransporter
denkbar, wodurch gleichzeitig die gestdrte Na* Hamostase abgemildert werden konnte
[122-124].

Zusatzlich fand sich eine exzitotoxisch bedingte Induktion des neuronalen oxidativen
Stoffwechsels gefolgt von einer gesteigerten astrozytaren Glykolyseaktivitat, welche
die Theorie des astrozytaren- neuronalen Laktatshuttels (ANLS) begriindete [70,125].
Die ANLS Theorie kdnnte einen energetischen Sicherungsmechanismus, z.B. bei
Glukoseentzug darstellen, der ebenfalls das anfallende Laktat entgiftet [126,127].
Jedoch besitzen Astrozyten eine hdhere Aufnahmefahigkeit fir Laktat als Neurone und
kénnen zudem ihren oxidativen Stoffwechsel besser anpassen [128]. Darauf basierend
hat sich neben der ANLS auch die /actate release Theorie etabliert, welche von einer
Bereitstellung von astrozytarer Glukose flir die Neurone ausgeht [129,130]. Hier wird

das durch Astrozyten entstehende Laktat nicht als Substrat flir Neurone verstanden,



sondern als Regulator des Blutflusses, welches eine ausreichende
Glukosebereitstellung fur die Neurone sichern soll [128,131]. Entgegen der fir die
ANLS sprechenden Befunde, fand sich eine NMDA-Ca*-induzierte Steigerung der
neuronalen Glykolyse in primdren Neuronenkulturen [132]. Allerdings wurde auch
Laktat zu groRen Teilen metabolisiert, zeigte aber nach NMDA Exposition keine
signifikante Steigerung. Auch scheint der Befund der gesteigerten Glykolyse in
Abwesenheit von Astrozyten nicht verwunderlich, da alternative energiegewinnende
Prozesse genutzt werden missen. Demnach gilt dieser Befund nicht als klarer
Gegenbeweis der ANLS Theorie und zeigt nur, dass im Rahmen der Exzitotoxizitat ein
ineffizienter Energiehaushalt gegeben ist, der mit Hilfe von Uberlebensmechanismen
Uberbrickt werden soll [133].

Die neuronale Glykolyseinduktion scheint vor allem notwendig, um einen Ca*
Uberschuss zu vermeiden [134]. Andernfalls wirden die Mitochondrien als
Puffersystem fiir das anfallende Ca?* fungieren, wodurch sowohl die Atmungskette als
auch das MAS beeintrachtigt wirden [135]. Konsequenz dessen ware der
beeintrachtigte Transport von Laktat Uber Pyruvat in die Mitochondrien und ein
energetischer Kollaps. Zudem scheint die exzitotoxisch bedingte Aktivierung der
Glykolyse auf einer Hyperphosphorylierung des Pfkfb degradierenden Komplexes
begriindet, welche nachfolgend zur Apoptose flihrt [136]. Somit kénnte die gesteigerte
neuronale Glykolyse als einer der letzten neuronalen Uberlebensmechanismusen
verstanden werden [136,137].

Neben der resultierenden Beeintrachtigung des neuronalen Stoffwechsels werden
auch die Astrozyten durch das UbermaRige Glutamatangebot und Metabolisierung
sowie das limitierte Glukoseangebot in eine energetische Imbalance gebracht.

Unter anhaltendem Substratmangel ist ebenfalls ein standiger Transport von Pyruvat
und Laktat zwischen Neurone und Astrozyten denkbar um Reduktionsaquivalente zu
generieren [138]. Eine abschlielende Aussage Uber die Richtigkeit der aufgeflhrten

Theorien ist aktuell jedoch nicht mdglich.

1.3.2 Reaktive Astogliose

Neben den metabolischen Folgen flhrt der neuronale Schaden auch zur reaktiven
Astrogliose, welche durch eine Hypertrophie und Proliferation der Astrozyten
gekennzeichnet ist [86,139]. Obwohl in diesem Prozess vermehrt NO gebildet wird,
kommt es gleichzeitig zur Induktion der Enzyme der antioxidativen Abwehr [140,141].
Die Astrogliose steigert die Synthese von Interleukinen, Interferonen und

Tumornekrosefaktoren, welche eine weitere inflammatorische Reaktion unterhalten



[142,143]. Je nach Funktionszustand und Expressionsmuster kdnnen diese Zytokine
eine protektive oder destruktive Wirkung auf die Astrozyten haben [86,144].

Neben der Zytokinproduktion entsteht im Rahmen der Astrogliose, die durch das
funktionelle Synzytium verbundene, astroglidre Narbe [139]. Obwohl die astrogliare
Narbe die axonale Regeneration behindert ist sie auch an der Regeneration der Blut-
Hirn Schranke beteiligt und férdert die Regeneration/Stabilisierung umliegender
Neurone [139,145,146]. Daneben schirmt diese Narbe umliegende Neurone von im
geschadigtem Gebiet frei werdenden Metaboliten ab und sorgt fiir eine progrediente
Abheilung des Schadens [147,148]. Durch die astroglidare Narbe wird auch eine
UbermaRige Infiltration von Mikroglia und aus den Gefallen migrierenden Zellen
verhindert, wodurch die Odembildung vermindert wird [149]. Neben dieser
Abschirmung sind Astrozyten in der Lage durch beispielweise den Makrophagen-
Koloniestimulierenden Faktor und andere Faktoren vor allem die mikrogliare(n)
Funktion(szustand) und deren Proliferation zu beeinflussen [150-152]. Zu den
beeinflussbaren Zellen gehoért die zweite grole Gruppe der Gliazellen, die Mikroglia
[153]. Diese aus der myelomonozytdren Zellreihe entstammenden Zellen
reprasentieren die ortsstandigen Immunzellen des ZNS und besitzen abhangig von
ihrem Funktionszustand vielfaltige Funktionen innerhalb des neuronalen Schadens
[153,154]. Die Funktionsanderung der Mikroglia geht dabei mit der veranderten
Expression von Zelloberflachenantigenen und ihrer Morphologie einher, die nicht
zwingend homolog sein muss [155,156]. Im exzitotoxischen Schaden werden Mikroglia
aktiviert und migrieren zum Ort der Schadigung [157]. Hier, im aktivsten Zustand
ahneln Mikrogliazellen mit ihrer runden amdboiden Morphologie, den Makrophagen
[158]. Sie produzieren pro-inflammatorische Zytokine, ROS und sind als Phagozyten
aktiv [159,160]. Aktivierte Mikrogliazellen regulieren daher nicht nur das Ausmal} des
Schadens, sondern auch die Aktivierung weiterer Mikroglia und Astrozyten [161,162].
Obwohl es im ersten Moment scheint, dass Mikroglia ausschlieB3lich destruktive Effekte
besitzen, entfalten die freigesetzten Substrate auch neuroprotektive Effekte deren
Abwesenheit den neuronalen Schaden vergrélert [154].

Des Weiteren gilt zu erwahnen, dass auch Mikroglia ihren Stoffwechsel abhangig von
ihrem Funktionszustand umstellen. Wenn Mikroglia sich im inflammatorischen Zustand
befinden, wird die Glykolyse gesteigert und die Atmungskette sowie das Einschleusen
von Pyruvat in den TCA gehemmt [163,164]. Dies geht jedoch mit einem verstarkten
Anfallen von ROS und einer gesteigerten Inflammation einher. Daneben scheint diese
Umstellung, wenn sie anhalt, einen NO-mediierten mikrogliaren Untergang zu

bedingen, der damit die Zyokinfreisetzung und dadurch die Inflammation limitiert [165].



Eine Interpretation dieser Befunde in der Exzitotoxizitdt und hinsichtlich der

astrozytaren-neuronalen Kopplung ist bisher nicht ausreichend erfolgt.

1.4 Die energetische Imbalance als Schliissel der neuronalen Destruktion
Wie beschrieben, fluhren alle Prozesse des neuronalen Schadens zu einer
energetischen Imbalance, welche neben der vermehrten Produktion von ROS, durch
die fehlende ATP- vermittelte Regeneration von Reduktionsaquivalenten, im oxidativen
Stress miindet. Ebenfalls legen die oben angefihrten Befunde nahe, dass vor allem
die Metabolisierung von Glukose und Laktat eine entscheidende Rolle im Prozess der
Neurodestruktion, Neuroinflammation und der neuronalen-gliosen Kopplung spielen.
Eine Untersuchung der Haupt- und Seitenwege des Glukosestoffwechsels erscheint
deshalb notwendig.

Die S-Nitrosylierung der Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase flhrt zum
Ausscheiden dieser aus der Glykolyse und zur Induktion der Apoptose [166,167].
Dieses Enzym steht der induzierbaren Phosphofructokinase nach und kdnnte vor allem
die energiegewinnenden Schritte der Glykolyse limitieren. Neben der Glykolyse speist
auch der PPP Triosen auf der Hohe dieses Enzyms ein. Ein Ausscheiden dieses
Enzyms endet in einem Uberschuss der Triosen Glycerinaldehyd-3-phosphat und
Dihydroxyacetonphospat die bei fehlender Metabolisierung zum toxischen Metaboliten

Methylglyoxal (MG) zerfallen.

1.5 Methylglyoxal und das Glyoxalase System

1.5.1 Methylglyoxal und seine zellularen Auswirkungen

MG ist ein a,B- Dicarbonyl, welches wahrend des Keton- und Threoninstoffwechsels
entstehen kann [168]. Hauptsachlich fallt es jedoch nicht-enzymatisch bei dem
spontanen Zerfall von Dihydroxyacetonphosphat in MG und Orthophosphat an [169—
171]. Dihydroxyacetonphosphat ist eine Triose, welche aus der Spaltung von Fructose-
1,6-bisphosphat wahrend der Glykolyse entsteht. Da nur Glycerinaldehyd-3-phosphat
den  weiteren Weg durch die Glykolyse beschreiten kann,  wird
Dihydroxyacetonphosphat durch die Triosephosphatisomerase in Glycerinaldehyd-3-
phosphat umgewandelt. Neben dem nicht-enzymatischen  Zerfall von
Dihydroxyacetonphosphat wird auch durch die Umwandlung zu Glycerinaldehyd-3-
phosphat und den weiteren Abbau MG frei [172,173]. Unter aeroben Bedingungen
werden 0,1-0,4% der Triosen Uber Methylglyoxal zu D-Laktat metabolisiert [174]. Damit
spielt MG unter aeroben Verhaltnissen eine untergeordnete Rolle. Jedoch kommt es
unter  Ausschluss der  oxidativen Phosphorylierung und konsekutiver

Glykolyseerh6hung zum Triosenanstau einhergehend mit einer Erhéhung von MG. Die



Bestimmung der Konzentration von MG wird durch seine schnelle und
funktionseinschrankende Reaktivitdt mit Arginin- und/oder Arginin-Seitenketten von
Makromolekiilen erschwert [175,176]. Es wird davon ausgegangen, dass 90-99% des
gesamten MG an Makromolekile gebunden ist [176,177]. Dagegen liegt die
Konzentration von freiem MG im mikromolaren Bereich [178,179]. Neben den Protein
modifizierenden Eigenschaften, reagiert Methylglyoxal auch mit DNS und schadigt
diese durch Strangbriiche oder Vernetzungen [180,181]. MG reagiert ebenfalls mit
Transfer- und Boten-Ribonukleinsauren (RNS), jedoch wurde die Bedeutung dieser
Reaktion wenig beleuchtet [174,182,183].

1.5.2 Das Glyoxalase System

In eukaryonten Zellen ist das ubiquitdr zytosolisch vorkommende Glyoxalase System,
bestehend aus den Enzymen Glyoxalase 1 (Glo1; EC 4.4.1.5) und Glyoxalase 2 (Glo2;
EC 3.1.2.6), hauptsachlich fir den Abbau und die Entgiftung von MG verantwortlich
[184,185]. MG reagiert nicht-enzymatisch mit GSH zu einem Hemithioacetal, welches
anschlieBend durch Glo1 zu S-D-Lactoylglutathion isomerisiert wird [174,186].
Nachfolgend wird S-D-Lactoylglutathion durch Glo2 hydrolytisch gespalten, wodurch D-
Laktat und GSH  entstehen. In dieser Reaktion ist Glo1 das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym. Glo1 ist ein homodimeres Zink-Metalloenzym
mit einer molekularen Masse von 46 Kilodalton (kDa), dessen Monomere nicht-
kovalent gebunden sind [187-189]. Des Weiteren unterliegt Glo1 verschiedenen
posttranslationalen Modifikationen [190-192]. Glo1 ist sensibel flir NO, dessen
Anlagerung zu einer Verringerung der Glo1 Aktivitat fuhrt. Eine anschlielende,
zusatzliche Phosphorylierung fihrt zum kompletten Ausscheiden der Glo1 bei der
Entgiftung von MG [190,191]. Diese Modifikation flhrt jedoch zu einer verringerten
Ablesung des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB)
und zu einem erhohten Zelliberleben [193]. Des Weiteren werden zwei
Aktivitatsformen der Glo1 in vivo vermutet [192]. Die Modifikation, welche dartber
bestimmt, ist die Glutathionylierung durch GSSG, welche die Aktivitdt von Glo1
herabsetzt. Auch pharmakologisch kann die Glo1 Aktivitat herabgesetzt werden, z.B.
durch p-Bromobenzylglutathion-Cyclopentyl-Diester (pBrBzGSCp.), welches im aktiven
Zentrum des Enzyms mit Zink interagiert und eine weitere MG Metabolisierung
verhindert [194,195]. Ein weiterer Inhibitor ist Ethylpyruvat (EP), welches multiple
antiinflammatorische Eigenschaften aufweist und auch im Modell der transienten
Hirnischamie zu einer Abschwachung des neuronalen Schadens fihrte [196—198]. Der
genaue Mechanismus der Glo1 Inhibierung durch EP ist allerdings bisher nicht bekannt
[197].
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1.6 Methylglyoxal und das Glyoxalase System im ZNS

1.6.1 Bedeutung der Methylglyoxal Toxizitat und des Glyoxalase Systems auf
die Zellen des zentralen Nervensystems

Die neurotoxischen Eigenschaften von Methylglyoxal wurden in verschiedenen
Zelllinien untersucht [199,200]. Mdgliche Folgen der MG Behandlung waren dabei eine
gesteigerte Caspase Aktivierung, GSH und ATP Depletion, ein verringertes
mitochondriales Membranpotenzial einhergehend mit einer Erhéhung der ROS und
eine herabgesetzte Glo1 Aktivitdt. Eine Behandlung mit dem Glo1 Inhibitor
pBrBzGSCp, filhrte zu einer gesteigerten Caspase Aktivierung mit nachfolgender
Apoptose [201-203]. Allerdings ist die Ubertragbarkeit der beschriebenen Ergebnisse
fragwurdig, da sich die MG Empfindlichkeit in Abhangigkeit von der Zelldifferenzierung
und der untersuchten Zelllinien deutlich unterschied [199,204]. Aus diesem Grund
wurden die dosis- und zeitabhangigen Auswirkungen von MG auf primare kortikale
Neuronen, welche aus fetalen Rattenhirnen gewonnen wurden, untersucht [205].
Durch 100 uM MG wurde die Neuronenanzahl nach 24 h auf 55 % und durch 200 uM
auf 25 % der Kontrollgruppe herabgesetzt. Eine Verlangerung der Behandlung auf 48 h
verstarkte die MG (100 uM) Effekte weiter, so dass nur 25 % Uberlebende Zellen
verglichen mit der Kontrollgruppe gezahlt wurden. Vergleichbare Uberlebensraten
fanden sich in der Untersuchung fetaler hippokampaler Neurone von Ratten [206,207].
Zusatzlich liefl sich in Folge der MG Behandlung ein Anstieg der ROS, der Glyoxalase
Transkripte und der inflammatorischen  Zytokine Interleukin 18  und
Tumorenekrosefaktor alpha (TNF-a), verzeichnen. Dagegen sank die Interleukin 6
Konzentration und die Aktivitat beider Glyoxalasen.

Die aufgefuhrten Studien nutzten Gewebe aus fetalen Geweben, welche in Anbetracht
des Ansteigens der neuronalen Glyoxalasen wahrend der pranatalen Entwicklung die
Aussagekraft und Ubertragbarkeit limitieren kdnnte [208].

In  Ko-Kultur Experimenten wiesen Astrozyten signifikant hoéhere Glyoxalasen
Proteinkonzentrationen und Aktivitdten gegentiber Neuronen auf [83]. Dies kdnnte eine
Erklarung fir die bessere Mdglichkeit des MG Abbaus darstellen. Durch die Astrozyten
in den Ko-Kulturen war eine vierfache héhere Konzentration MG notwendig, um den
neuronalen Untergang herbeizufiihren.

Um die Bedeutung der neuronalen Glyoxalasen hinsichtlich anderer toxischer
Substanzen zu beleuchten, wurden Glo1 Uberexprimierende Neurone mit NO,
Wasserstoffperoxid, Glutamat und MG behandelt. Mit Ausnahme einer erhéhten NO
Anfélligkeit besal die Glo1Uberexpression keine Effekte auf die Empfindlichkeit der
Neurone gegeniber Wasserstoffperoxid und Glutamat. Jedoch wurden extrem hohe

(250-300 uM) MG Konzentrationen im Vergleich zu den vorher benutzen
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Konzentrationen eingesetzt [83,205,206]. Gegen eine rein destruktive Wirkung von MG
spricht dessen partielle Agonistenwirkung am y-Aminobuttersdure A  (y-
aminobutericacid A; GABA,) Rezeptor [209]. Dieser GABA Rezeptor-Subtyp ist ein
ligandengesteuerter Chloridkanal, der bei Aktivierung zu einer Hyperpolarisation fiihrt
und somit den exzitatorischen Potenzialen, zum Beispiel vermittelt durch den NMDA

Rezeptor, entgegenwirkt [210,211].

1.6.2 Die Rolle des Glyoxalase Systems in akuten Hirnpathologien

Bezogen auf die Glyoxalase Konzentration weist das Gehirn, verglichen mit allen
anderen Organen, die vierhochste Glyoxalase Menge auf [212]. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass Veranderungen des Glyoxalase Systems mit verschiedenen
neurologischen Erkrankungen wie Angststérungen, Schizophrenie, Autismus,
Restless-Leg Syndrom, Epilepsie dem Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer in
Zusammenhang gebracht wurden [209,213-215].

Bisher existieren wenige Studien zur Rolle des Glyoxalase Systems in akuten
Hirnpathologien wie dem Schlaganfall oder der traumatischen Hirnschadigung,
beziehungsweise deren nachfolgenden Prozesse, wie der metabolischen Imbalance,
der Exzitotoxizitat, der Neuroinflammation oder der Astrogliose [216-218]. Jedoch
geben mehrere Studien Anhalt fir eine Beteiligung des Glyoxalase Systems im akuten
neuronalen Schaden. Im Modell der transienten Nierenischamie fanden sich vermehrt
MG-modifizierte Proteine 24 Stunden (hour(s), h) post Infarkt [219]. Dieser Anstieg
sowie der mit der Ischamie einhergehende Zelltod konnte mittels Glo1 Uberexpression
signifikant herabgesetzt werden. Die vermehrte Ansammlung von MG-modifizierten
Proteinen fand sich auch 24 h nach transienter Hirnischamie [216]. Hier zeigte sich nur
das Endothel betroffen. Ein Nachweis dieser Proteine in anderen Zellen des ZNS
wurde nicht berichtet. Dieser Proteine sind allerdings nicht zwingend Teil des
Schadens, da MG- modifizierte Proteine wie Arg-Pyrimidin antioxidative Eigenschaften
aufweisen und somit sogar protektiv wirken kénnten [220].

Die Blut-Hirn-Schranke spielt beim ischamischen Schlaganfall eine bedeutende Rolle,
da sie das Zeitfenster der Thrombolyse maligeblich bestimmt [7]. In immortalisierten,
mikrovaskularen Endothelzellen aus dem ZNS fiihrte MG zu einer Barrieredysfunktion
einhergehend mit einem vermehrten Proteineneinstrom [221]. Durch den Einsatz von
Radikalfangern, wie Edavaron, konnte dies verhindert werden [222]. Einen der
starksten Hinweise auf eine Beteiligung des Glyoxalase Systems beim Prozess der
neuronalen Schadigung geben die Befunde nach transienter Frontalhirnischamie [218].
Hier konnte mittels intraperitonealer Injektion von transactivator of transcription protein

(Tat) - Glyoxalasen eine Reduktion des neuronalen Untergangs erzielt werden. Des
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Weiteren gibt es starke Indizien fur eine Wechselwirkung des Glyoxalase Systems mit
dem Prozess der Exzitotoxizitat. Die Behandlung von SH-SY 5Y mit MG fuhrte zu einer
Erhéhung von Glutamat, der durch den Einsatz von NMDA Rezeptor Antagonisten
(AP-7, MK-801 und MET) aufgehoben wurde [217]. Zudem flhren vermehrte Kopien
des Glo1 Gens im Genom zu einer erhdhten Anzahl exzitatorischer Ereignisse,
wodurch eine mogliche Rolle des Glyoxalase Systems bei der Vermittlung von
exzitatorischen Potenzialen und dem exzitotoxischen Schaden aufgezeigt werden
kénnte [209].

2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der =zeitlichen und
schadigungsbedingten Veranderungen der Glo1 hinsichtlich des Proteingehalts und
der Immunreaktion im Modell der organotypischen hippokampalen Schnittkulturen
(organotypic hippocampal slice culture; OHSC) nach Schadigung mittels NMDA durch
Western Blot Analysen und Immunhistochemie.

Anschlielend sollten die erhobenen Befunde im in vivo Modell des experimentellen
Schlaganfalls durch permanenten Verschluss der Arteria cerebri media (permanent
middle cerebral artery occlusion; pMCAQO) immunhistochemisch zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Ischamie Gberprift werden.

Zusatzlich sollte betrachtet werden, ob die mikroglidre, immortalisierte Zelllinie BV2
eine zeitliche Dynamik der Glo1 Immunreaktion abhangig von einer Stimulation mit
Lipopolysacchariden (LPS) aufweist. Aul’erdem sollte die Glo1 Immunreaktion der
neuronalen, hippokampalen Zelllinie HT22 untersucht werden. In beiden Zelllinien
sollte der Effekt des Glo1 Inhibitors EP auf die Glo1 Immunreaktion analysiert werden.
Schlieldlich sollte der Effekt von EP auf die astrozytdre Narbenbildung im scratch

wound assay betrachtet werden.

3 Materialien und Methoden

Alle Experimente mit Zelllinien wurden nach den fir Schutzstufe 1 geltenden
Richtlinien flr Forschungslabore durchgefiihrt. Alle Tierexperimente wurden gemaf
der Richtlinie 2010/63/EU zum Nutzen von Tieren in der neurowissenschaftlichen
Forschung des europaischen Parlaments und des Rates zum Schutz von Tieren fir
wissenschaftliche Zwecke verwirklicht. Des Weiteren fanden die Experimente unter 3.3
entsprechend des durch das Regierungsprasidium Leipzig genehmigten

Tierversuchsantrags 18/07 statt.
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3.1 Materialien, Chemikalien, Antikorper, Gerate und Programme

Fiar die vorliegende Dissertation wurden die folgenden Chemikalien, Materialien,

Gerate, Antikdrper und Programme genutzt.

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalien Hersteller Herstellersitz
Ammoniumpersulfat Roth Karlsruhe,
Deutschland
Ascorbinsaure Sigma- Aldrich Deisenhofen,
Deutschland
Atropin Ratiopharm Ulm, Deutschland
BCA Test Roth Karlsruhe,
Deutschland
Bromphenolblau AppliChem Darmstadt,

Deutschland

Chemilumineszenz

Thermo Fisher Scientific

Rockford, lllinois, USA

Clodronat Bayer Leverkusen,
Deutschland

Cryoprotect Sakura Finnetek USA Inc. Torrance, USA

DAPI Molecular Probes, Mobitec Goéttingen,

Deutschland

Deckglaschen,

rechteckig, 24x50mm

Carl Roth GmbH & Co. KG

Karlsruhe,

Deutschland

Desoxyribonuklease 1

Gibco BRL Life

Technologies

Eggenstein,

Deutschland

Dinatriumhydrogen-

Merck

Darmstadt,

Technologies

phosphat Deutschland
DMEM Gibco BRL Life Eggenstein,
Technologies Deutschland

Entellan Merck Darmstadt,
Deutschland

Eosin Roth Karlsruhe,
Deutschland

EP Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
USA

FKS Gibco BRL Life Eggenstein,

Deutschland

Fluoreszierendes

Dako

Hamburg,
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Eindeckmedium

Deutschland

Glukose Braun Melsungen,
Deutschland

Glycerol Sigma- Aldrich Deisenhofen,
Deutschland

Glycin AppliChem Darmstadt,
Deutschland

Hamalaun Dr. K. Hollborn und Séhne Leipzig, Deutschland

GmbH

HBSS mit oder ohne
Calicum-,

Magnesiumionen

Gibco BRL Life

Technologies

Eggenstein,

Deutschland

Histoacryl ® Braun Tuttlingen,
Gewebekleber Deutschland
Insulin Boehringer Mannheim,
Deutschland
Kaliumdihydrogen- Merck Darmstadt,
phosphat Deutschland
Ketaminhydrochlorid Merial Hallbergmoos,
Germany
L-Glutamin Gibco BRL Life Eggenstein,
Technologies Deutschland
LPS Sigma- Aldrich Steinheim,
Deutschland
Methanol Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
MEM Gibco BRL Life Eggenstein,
Technologies Deutschland
Milchpulver Roth Karlsruhe,
Deutschland
Natirumorthovanadat Sigma- Aldrich Steinheim,
Deutschland
Natriumbikarbonat Invitrogen Karlsruhe,
Deutschland
Natriumchlorid AppliChem Darmstadt,
Deutschland
Natriumhypochlorid- Roth Karlsruhe,
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I6sung 12%

Deutschland

NGS Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
NHS Gibco BRL Life Eggenstein,
Technologies Deutschland
NMDA Sigma- Aldrich Deisenhofen,
Deutschland
PBS Gibco BRL Life Eggenstein,
Technologies Deutschland
Penicillin Sigma- Aldrich Deisenhofen,
Deutschland
PFA Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
Phenylmethylsulfonyl- Sigma- Aldrich Steinheim,
fluorid Deutschland
PLL Sigma- Aldrich Steinheim,
Deutschland
Polyacrylamid- Roth Karlsruhe,
Methylenbisacrylamid Deutschland
Gemisch
Saccharose Roth Karlsruhe,
Deutschland
SDS Roth Karlsruhe,
Deutschland
Streptomycin Sigma- Aldrich Deisenhofen,
Deutschland
Tetramethylethylene- Roth Karlsruhe,
diamin Deutschland
Tocopherol Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
Tris Roth Karlsruhe,
Deutschland
Triton X-100 Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
Trypsin Biochrom GmbH, Merck Berlin, Deutschland
Millipore
Tween 20 Sigma- Aldrich Steinheim,
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Deutschland

Wasserstoffperoxid

Carl Roth GmbH & Co. KG

Karlsruhe,

Deutschland

Xylazin Bayer Leverkusen,
Deutschland

Xylol Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland

B-Mercaptoethanol Sigma- Aldrich Steinheim,

Deutschland

BCA bicinchoninic acid, Bicinchoninsaure; DAPI 4°,6-Diamidin-2-phenylindol; DMEM
Dulbecco’s modified Eagle’s medium; EP Ethylpyruvat; FKS Foétales Kalberserum;

HBSS Hank’s balanced salt solution; LPS Lipopolysaccharide; MEM Minimal essential

medium; NGS normal goat serum, normales Ziegenserum; NHS normal horse serum,

normales Pferdeserum; NMDA N-Methyl-D-Aspartat; PBS phosphate buffered saline,

Phosphat gepufferte Salzlésung; PFA Paraformaldehyd; PLL Poly-L-Lysin; SDS

sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

Tabelle 2: Materialien

Discovery Labware

Materialien Hersteller Herstellersitz
24-Loch Falcon, BD Bedford, Massachusettes, USA
Gewebekulturschalen Biosciences

6-Loch

Gewebekulturschalen

Falcon, BD
Biosciences

Discovery Labware

Bedford, Massachusettes, USA

96-Loch

Gewebekulturschalen

Falcon, BD
Biosciences

Discovery Labware

Bedford, Massachusettes, USA

Lichtmikroskop

Agar Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Beschichtete Menzel Braunschweig, Deutschland
Objekttrager

binokulares Zeiss Jena, Deutschland

Deckglaschen, rund,

Druchmesser 12mm

Glaswarenfabrik Karl
Hecht GmbH & Co.
KG

Sondheim,Deutschland
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500 ml

Eppendorf Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Reaktionsgefale, 1ml

Hohlnadel Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Neubauer Zahlglas Marienfeld Lauda-Kdnigshofen
Praparierbesteck Aesculap Tuttlingen, Deutschland
Referenzobjekttrager Menzel Braunschweig, Deutschland
Roéntgenfilme Kodak Stuttgart, Deutschland
Sterile Skalpellklingen Braun Tuttlingen, Deutschland
Sterilfilter, 250 oder Greiner Frickenhausen, Deutschland

Superfrost Objekttrager

Thermo Fisher

Rockford, lllinois, USA

Scientific
Zellkultur Inserts, Millipore Schwalbach am Taunus,
Porengrofie: 0,4 mm Deutschland
Zellkulturflaschen mit Greiner Frickenhausen, Deutschland
Filter, 250 ml
Zellkulturréhrchen 15 Falcon, BD Bedford, Massachusettes , USA
oder 25 ml Biosciences

Discovery Labware
Zellschaber TPP Tradingen, Schweiz

Tabelle 3: Gerate

Laserscanning

Mikroskop

Gerat Hersteller Herstellersitz
Axiocam Carl Zeiss AG Jena, Deutschland
Axioplan Carl Zeiss AG Jena, Deutschland
Blotter BioRad Mudnchen, Deutschland
Brutschrank Haeraeus Hanau, Deutschland
Konfokales Carl Zeiss AG Goéttingen, Deutschland

Kryostat 3050S

Leica Microsystems
AG

Wetzlar, Deutschland

MF ChemiBis 1,6 Biostep Jahnsdorf, Deutschland
Probenkocher Biometra Géttingen, Deutschland
Sterilbank Haeraeus Hanau, Deutschland
Ultraschallgerat Bandelin Berlin, Deutschland
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Vibratom VT 1200S

Leica Microsystems

Wetzlar, Deutschland

AG
Tabelle 4: Antikorper
Antigen Antigen- Losungs- | Hersteller Katalognummer
Antikorperwirt- | verhaltnis
spezies
Alexa Maus-Ziege 1:200 Invitrogen A-11029
fluoreszierender
Farbstoff 488
Alexa Kaninchen- 1:200 Invitrogen A-11036
fluoreszierender | Ziege
Farbstoff 568
ExtraAvidin - 1:100 Sigma E2886
Meerettich
Peroxidase
GFAP Kuh-Kaninchen | 1:400 Dako Z0034
Glo1 Maus-Maus IHC 1:100, | BioMac #02-15,Klon 2F7
IF 1:50,
WB
1:1000
Iba1 Maus- 1:500 Wako 019- 19741
Kaninchen
IgG biotin- Maus-Ziege 1:100 Sigma B-7264
konjugiert
IgG, Meerettich | Maus-Pferd 1:10000 Vector P1-2000
Peroxidase Laboratories
gekoppelt
Laminin Ratte- 1:200 Dako Z0097
Kaninchen
N-Cadherin Mensch- 1:100 Abcam ab18203
Kaninchen
NeuN Maus- 1:500 Millipore abn78
Kaninchen
B-Aktin Maus-Ziege 1:10000 Sigma A1978
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GFAP glial fibrillary acidic protein, Saures Gliafaserprotein; Glo1 Glyoxalase 1; Iba1
ionized calcium-binding adapter molecule 1, lonisiertes Calcium bindendes
Adaptermolekil 1; IHC Immunhistochemie; IF Immunfluoreszenz; IgG Immunglobulin
G; NeuN neuron- specific nuclear protein, Neuronenspezifisches nukeldres Protein;
WB Western Blot

Tabelle 5: Programme

Programme Vertrieb Vertriebssitz

Axiovision Carl Zeiss AG Oberkochen, Deutschland
Graph Pad Prism, GraphPad Software La Jolla, Kalifornien, USA
Version 5

ImageJ National Institutes of Health | USA

LSM Image Viewer Carl Zeiss AG Géttingen, Deutschland

3.2 Organotypische, hippokampale Schnittkulturen (OHSC)

3.21 Praparation und Kultivierung

Alle nachfolgend beschriebenen Experimente erfolgten wunter aseptischen
Bedingungen. Die Herstellung der OHSC erfolgte nach den veréffentlichten Protokollen
[223-225]. Nach der Dekapitation von sieben bis neun Tage alten Spargue-Dawley
Ratten wurden Weichteile, Kalotte, Frontallappen und Kleinhirn mit sterilem
Praparierbesteck entfernt. Nun wurde das verbleibende Hirn in gekihltes
Praparationsmedium (Zusammensetzung fir 100 ml: 99 ml Minimal essential medium
[MEM], 1 ml Glutamin; pH=7,35, steril filtriert) Gberfihrt. Die Gehirne wurden auf den
Metallteller des Vibratoms durch HistoAcryl-Gewebekleber fixiert und mit Agarstreifen
stabilisiert. Nach Kalibrierung des Vibratoms erfolgte die Anfertigung von 350 pm
dicken, horizontalen Schnitten in Praparationsmedium bei 4 °C (Abbildung 1). Diese
wurden gesammelt und unter binokularer Sicht wurde der Hippokampus mit
entorhinalem Kortex vom restlichen Hirnschnitt getrennt. Es wurden nur die Schnitte
genutzt bei denen eine komplette Darstellung des Gyrus dentatus (GD) gelang. Die so
entstandenen OHSCs wurden auf Zellkultur Inserts transferiert und anschlielend in die
Vertiefungen von 6-Loch Gewebekulturplatten tberflhrt.

Pro Vertiefung erfolgte der Zusatz von 1 ml Kulturmedium (Zusammensetzung fir
100 ml: 50 ml MEM, 25 ml Ca?* und Magnesiumionen [Mg?*] haltige Hank's balancierte
Salzlésung [HBSS/mCa*Mg?], 12,5ml Normal horse serum [NHS], 1ml 20 %
Glukose, 80 uyl Ascorbinsaure, 1 ml Penicillin/Streptomycin, 100 ul Insulin, 580 pl

Natriumbikarbonat, 2 ml Glutamin; pH=7,4, steril filtriert). Pro Tier entstanden so sechs
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bis acht OHSCs. AnschlielRend erfolgte die Inkubation im Brutschrank bei 35 °C und

5 % CO; fursechs Tage. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.

3.2.2 Exzitotoxische Schadigung

Nach sechs Tagen in vitro wurden die OHSCs (n=270) in die Kontrollgrupe (control
group; CTR) (n=135) oder NMDA geschadigte Gruppe (n=135) aufgeteilt.
AnschlieRend wurden sie innerhalb ihrer Gruppe einem Zeitwert zugeordnet (n=21 pro
Gruppe fir 5 Minuten [min.]; n=18 pro Gruppe fir 1 h; n=15 pro Gruppe fir 6 h; n=18
pro Gruppe fir 12 h; n=21 pro Gruppe fir 24 h; n=24 pro Gruppe fir 48 h; n=18 pro
Gruppe flir 72 h; Abbildung 1). Darauffolgend wurde das verbrauchte Kulturmedium
entfernt. In der CTR wurde 1 ml Kulturmedium pro Insert hinzugegeben. Die
exzitotoxische Schadigung wurde durch den Zusatz von 50 pymol/l NMDA zum
Kulturmedium (NMDA-geschadigte Gruppe) herbeigefiihrt. Die Inserts der CTR wurden
bis zum jeweiligen Fixierungszeitpunkt im Brutschrank inkubiert. Bei der NMDA
geschadigten Gruppe wurde das NMDA beinhaltende Medium nach vier Stunden
entfernt, die Vertiefungen einmalig mit HBSS/mCa®*Mg®* gespiilt und anschlieRend
1 ml Kulturmedium hinzugegeben. Nachfolgend fand in beiden Gruppen kein weiterer
Mediumwechsel statt. Der Zeitpunkt des NMDA-Zusatzes wurde flir beide Gruppen als
Zeitpunkt O h definiert (Abbildung 1).
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Abbildung 1:  Ubersicht zur Préparation der OHSC nach Entfernung des
Frontallappens und Cerebellums (A). (B) zeigt einen OHSC mit den Strukturen des
Ammonshorns und des GD. (C) Abbildung der Verteilung der OHSC mit
Behandlungsschema. Modifiziert nach [226,227]

3.2.3 Vorbereitung der OHSC fiir Western Blot und immunhistochemische
Analysen

Zum entsprechenden Zeitpunkt erfolgte der Transfer der OHSCs zur Aufbereitung fir
die Western Blot Analysen (n=228) oder fiir die Imnmunhistochemie (n=42).

Fir die Western Blot Analysen wurde der entorhinale Kortex unter binokularer Sicht
geldst und pro Probe drei OHSCs derselben Gruppe und des Fixierungszeitpunktes in
50 ul Lysepuffer (Zusammensetzung fir 100 ml: 2,95 g Tris, 6 g Natriumdodecylsulfat
[SDS], 30g Saccharose, 250 ul Natriumorthovandat [SOV], 40 ul
Phenylmethylsulfonylfluorid, 75 ml destilliertes Wasser; pH=7,4) in Eppendorf
Reaktionsgefale transferiert und bei -80 °C bis zur weiteren Analyse gelagert. Zur
Vorbereitung der Immunhistochemie wurden die OHSCs mit 4 % Paraformaldehyd
(PFA; Zusammensetzung fir 100 ml: 4 g/l PFA, 100 ml destilliertes Wasser, 1,136 g
Dinatriumhydrogenphosphat, 272 mg Kaliumdihydrogenphosphat) fixiert und im
Anschluss in 10 %, in 20 % und zuletzt in 30 % Saccharose zur Kryoprotektion
Uberfihrt. FUr jeden Schritt wurde jeweils eine Mindestinkubationszeit von 24 h
eingehalten. Nach der Einbettung der OHSC wurden 12 ym dicke Kryostatschnitte
angefertigt, auf Superfrost Objekttrager aufgezogen und bis zur weiteren Bearbeitung

bei -20 °C gelagert.
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3.3 Der permanente Verschluss der Arteria cerebri media mittels
Thermokoagulation

Die hier beschriebenen Experimente wurden an spontan hypertensiven Ratten
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) durch Dr. med. Daniel-Christoph Wagner,
Fraunhofer Institut fur Zelltherapie und Immunologie, Leipzig, Deutschland
durchgefihrt [228]. Vor der Durchfihrung erfolgte die Einteilung der Tiere
entsprechend des Toétungszeitpunktes (jeweils n=3; 75 min.; 1 Tag (d); 3d; 7 d; 10 d;
60 d) nach Auftreten der Ischamie. Wahrend der Operation erfolgte die nicht-invasive
Messung der Korperkerntemperatur, des Blutdrucks und der Herzfrequenz. Die Tiere
wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 100 mg/kg Ketaminchlorid, Xylazin
10 mg/kg und Atropin 0,1 mg/kg in tiefe Narkose versetzt. Der pMCAO erfolgte
entsprechend der Methode von Tamura et al. [229] (Abbildung 2). Hierzu wurde die
Haut zwischen Orbita und aulRerem Gehdrgang eingeschnitten und die Glandula
parotidea mikrochirurgisch nach posterior mobilisiert. Nachfolgend wurde der Musculus
temporalis am oberen und hinteren Rand eingeschnitten und nach ventral aufgeklappt
und zum groflen Teil entfernt. Hieran schloss sich die partielle Resektion der
Mandibula und des Os zygomaticum an. Dadurch gelang die Darstellung der Fossa
infratemporalis, wo der Nervus mandibularis aufgesucht und bis zu seinem
Austrittspunkt am kndchernen Schadel, dem Foramen ovale, zurlickverfolgt wurde. Die
Musculi pterygoidei wurden schonend zurlickgehalten. Zwischen dem medialen
Musculus pterygoideus, dem Dach der Fossa infratemporalis und der Articulatio
temporomandibularis erfolgte die Kraniotomie, lateroventral des Foramen ovale. Durch
eine feine Nadel wurde die Dura mater eréffnet. Nun konnte, unter Schonung der Vena
cerebri media superficialis und der olfaktorischen Nervenfasern, die Arteria cerebri
media mobilisiert werden. Nach vorsichtiger Abldsung der Arachnoidea mater wurde
die Arteria cerebri media zwischen ihrem kortikalen Ast und dem rhinalen Kortex
thermokoagulatorisch verschlossen. Nachfolgend erfolgte der schichtweise Verschluss

des Operationsgebietes.
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Entsprechend der vorher zugeteilten Gruppen erfolgte die Tétung der Tiere durch
Kohlenstoffdioxidnarkose und Perfusion mit 4 % PFA. Dazu wurde die Haut Uber
Abdomen und Thorax er6ffnet. Nach Darstellung des knéchernen Thorax wurde dieser
medial geteilt und die linke Halfte Richtung Axilla aufgeklappt. Das Herz konnte nun
mobilisiert werden. Nachfolgend erfolgte die Punktion und Injektion von 4 % PFA durch
den linken Ventrikel. Um das Volumen nach Passage abzulassen, wurde der rechte
Vorhof eingeschnitten. Danach wurde das Gehirn entnommen und in 4 % PFA bis zur
immunhistochemischen Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Die Anfertigung der Schnitte
fur die Immunhistochemie wurde an 20 ym dicke Schnitte entsprechend 3.2.3
durchgeflihrt.

Oh 75 min. 1d 3d 10d 60 d

Abbildung 2: Durchfihrung der pMCAO mit markiertem Verschluss der A. cerebri
media (A) und exemplarischem histologischem Schnitt mit Markierung des
Infarkgebietes (B, Mallstab 1 mm). Unten aufgefiihrt die genutzten
Fixierungszeitpunkte (C). Modifiziert nach [229,230]

3.4 Zellkulturexperimente an Zelllinien

Alle aufgefihrten Experimente sowie die Kultivierung und Vermehrung der Zellen

wurden unter aseptischen Bedingungen durchgefihrt.

3.41 Kultivierung und Vermehrung der Zelllinien BV2 und HT22

Sowohl die BV2 als auch die HT22 Zelllinie wurden in Kulturflaschen im Brutschrank
bei 37 °C und 5 %CO; in 10 ml Kulturmedium (Zusammensetzung fir 100 ml: 88 ml
Dulbecco’s modified Eagle’s medium [DMEM], 10 ml hitzeinaktiviertes fotales
Kalberserum [FKS], 1 ml Penicillin/Streptomycin, 1 ml Glutamin; pH=7,4, steril filtriert)

kultiviert. Zur Vermehrung der Zelllinien wurde das verbrauchte Kulturmedium entfernt
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und die Zellen, bei konfluentem und adharentem Wachstum, mit einem sterilen
Zellschaber geldst, die Zellen in 1 ml Kulturmedium resuspendiert und in ein 15 ml
Falcon Rdéhrchen uberfiihrt. Anschlielend erfolgte die Zentrifugation bei 133-facher
Gravitationskraft (g) fir 10 Minuten. Danach wurde das Kulturmedium verworfen und
durch 10 ml frisches Kulturmedium ersetzt. Zur Quantifizierung der vorhandenen Zellen
wurden 10 pl der Suspension in eine Neubaur Zahlkammer gebracht. Anschlielend
wurden vier angrenzende Gruppenquadranten der Neubaur Zahlkammer ausgezahlt.
Entsprechend der folgenden Formel wurde die benétigte Menge der Zellsuspension

ermittelt:

¥ = (gezahlte Zellzahl/4) x 10 000 x 1ml
B Gewlnschte Zellzahl

Das berechnete Volumen wurde nun in die Kulturflaschen pipettiert und mit
Kulturmedium bis zum Erreichen eines Volumens von 10 ml aufgefillt.
Im Anschluss wurden die Kulturflaschen bis zum weiteren Gebrauch im Brutschrank

inkubiert. Alle zwei Tage erfolgte ein Mediumwechsel.

3.4.2 Vorbereitung der Gewebekulturplatten und Zelllinien fiir anschlieBende
Experimente und die immunhistochemische Analyse

Vor den jeweiligen Versuchen wurden 24-Loch Gewebekulturplatten mit Poly-L-Lysin
(PLL) beschichteten, runden Deckglédschen (& 12 mm) vorbereitet. Hierzu wurden
jeweils 0,5 ml 10 yg/ml 0,1 % Poly-L-Lysin (PLL) Losung direkt auf die Deckglaschen
gegeben und fir 1 h im Brutschrank inkubiert. Darauffolgend wurde die PLL Lésung
abgesaugt, die Deckglaschen dreimalig mit Phosphat gepufferter Salzlésung
(phosphate buffered saline, PBS) gespult und schliellich jegliche Fliussigkeit aus den
Vertiefungen entfernt. Danach wurden die 24-Loch Gewebekulturplatten fur
mindestens sechs Stunden bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Anschlielend konnten
die Zellen der Zelllinien entsprechend des Protokolls zur Vermehrung bearbeitet
werden. Fir die Experimente wurden die Zellen mit einer Zielzellzahl von 30000 Zellen
pro Deckglaschen in die Gewebekulturplatten eingebracht und 1 ml Kulturmedium
hinzugegeben. Wenn die Kulturen ein adharentes und konfluentes Wachstum

aufwiesen, wurde mit den Experimenten begonnen.

3.4.3 Herstellung der EP Losungen

Vor der Behandlung wurden die EP Ldsungen vorbereitet. Aus der initial erworbenen
EP-Lésung (c=8,4 mol/l) wurden 10 ul in 9,99 ml Kulturmedium pipettiert und
durchmischt (Stammlésung). Zur Herstellung der 8,4 umol/l EP-Lésung wurden 10 pl
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der Stammlésung entnommen und in 9,99 ml Kulturmedium Uberfihrt, fir die
Herstellung der 84 ymol/l EP-Lésung wurden 100 pl der Stammlésung in 9,9 ml
Kulturmedium pipettiert. Um die 0,84 pmol/l EP-Lésung zu erzeugen wurden 100 ul der

84 mol/l EP-Lésung in 9,9 ml Kulturmedium tberfihrt.

3.4.4 Behandlung der BV2 Zelllinie mit LPS und EP

Insgesamt wurden sechs 24-Loch Gewebekulturplatten (144 Vertiefungen) fir die
beschriebenen Versuche verwendet und wie nachfolgend beschrieben aufgeteilt
(Abbildung 3). Nach Aufteilung in die entsprechende Behandlungsgruppe (kein EP n=
36, 0,84 uM EP n= 36, 8,4 uM EP n= 36, 84 uM EP n= 36) erfolgte die Aufteilung in
CTR (n=72)- und LPS stimulierte Gruppe (n=72). AbschlieRend wurden die
Deckglaschen der jeweiligen Behandlungs- und Stimulationsgruppen einem der
untersuchten Zeitwerte zugeordnet (30 min. n=24,2h n=24,6h n=24, 12 h n= 24,
24h n= 24, 48h n= 24). Am Ende der Aufteilung waren pro Behandlungs-,

Stimulationsgruppe und Zeitwert jeweils 3 Deckglaschen zur Analyse vorbereitet.

Oh 30min. 2h 6h 12h 24 h 48 h
L15min.\

- Cdl

Abbildung 3: Aufteilung der 144 Vertiefungen auf die verschiedenen Behandlungs-
und Stimulationsgruppen sowie die entsprechenden Zeitwerte. Prainkubation beider

Stimulationsgruppen vor Zeitreihenbeginn fir 15 Minuten.

Nach der Aufteilung der Vertiefungen wurde das verbrauchte Kulturmedium abgesaugt
und entweder durch 1 ml Kulturmedium (keine EP-Behandlung) oder, entsprechend
der zuvor bestimmten Behandlung, 1 ml der jeweiligen EP-L6sung hinzugegeben. Der
LPS stimulierten Gruppe wurde nach 15 min. LPS in einer Konzentration von 10 ng/ml
zugesetzt. Alle Platten wurden bis zur Fixierung im Brutschrank inkubiert. Die Zugabe
von LPS definierte flr alle Gruppen den 0 h Wert. Zum jeweiligen Fixierungszeitpunkt

wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mittels 4 % PFA fixiert.

26



3.45 Behandlung der HT22 Zelllinie mit EP

Fir den folgenden Versuch wurden 60 Vertiefungen verwendet und wie folgt
zugeordnet (Abbildung 4). Zu Beginn wurden die Vertiefungen den verschiedenen
Behandlungen zugeordnet (kein EP n= 15, 0,84 uM EP n= 15, 8,4 uM EP n= 15, 84 uM
EP n= 15). Nachfolgend wurden die entsprechenden Zeitwerte festgelegt (2 h n= 12,
6h n= 12, 12h n= 12, 24h n= 12, 72h n= 12). Am Ende waren fir jede
Behandlungsgruppe und jeden Zeitwert drei Deckglaschen fir die Analyse
bereitgestellt. Nach der Aufteilung wurde das Kulturmedium abgesaugt und
entsprechend der Behandlung durch 1 ml Kulturmedium (keine Behandlung) oder 1 ml
der entsprechenden EP-Losung ersetzt. Nach der Prainkubation aller Gruppen fir
15 min. wurde das Zeitreihenexperiment begonnen und die jeweiligen Vertiefungen

zum Fixierungszeitpunkt mit 4 % PFA fixiert.

Oh 30min. 2h 6h 12h 24h 48h
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Abbildung 4: Aufteilung der 60 Vertiefungen auf die verschiedenen

Behandlungsgruppen und entsprechenden Zeitwerte. Préinkubation aller

Behandlungsgruppen vor Zeitreihenbeginn fir 15 Minuten.

3.5 Zellkulturexperimente an primdren Astrozyten
Alle aufgefuihrten Experimente wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer
Sterilbank durchgefihrt.

3.51 Praparation und Kultivierung primarer Astrozyten

Fur die Durchfiihrung der nachfolgend beschriebenen scratch wound assay Versuche
wurden zuvor primare Astrozyten prapariert und kultiviert [231]. Hierfir wurden
Spargue-Dawley Ratten am Tag der Geburt bzw. bis zum zweiten postnatalen Tag
dekapitiert. AnschlieRend wurden die Hirne aus dem kndchernen Schadel entfernt und
in Tocopherol und HBSS/mCa?*Mg?* (iberfiihrt. Die Meningen wurden nun mit Hilfe
einer Pinzette entfernt und das Gehirn wurde mit einer Pasteurpipette zerkleinert.
Daraufhin wurden die Hirne mit HBSS ohne Ca® und Mg? (HBSS/oCa*Mg*)
gewaschen, in ein Falcon Zellkulturréhrchen uberfuhrt und mit Trypsin (4 mg/ml) und
Desoxyribonuklease 1-haltigem (0,5 mg/ml) HBSS/mCa*Mg?" behandelt. Das so
entstandene Gemisch wurde bei 133 g 10 min. zentrifugiert. Die abgesetzten Zellen
wurden nach Absaugen des uberstehenden Kulturmediums mit 1 ml Kulturmedium

(entsprechend der Zusammensetzung unter 3.4.1) resuspendiert und auf mehrere
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Abbildung 5: Astrozytarer Monolayer nach erfolgter Schadigung im zeitlichen
Verlauf mit Aufteilung der Vertiefungen entsprechend der Zeitwerte. Nach 15 min.

Prainkubation wurde der mechanische Schaden gesetzt. Malstab: 300 um

Kulturflaschen verteilt. Danach wurde die Differenz zum Volumen von 10 ml durch
Kulturmedium ersetzt und zuséatzlich 10 pg/ml Clodronat zur Abtdétung der Mikroglia
zugesetzt. Die Kulturflaschen wurden bis zum weiteren Gebrauch im Brutschrank bei
37 °C und 5% CO;inkubiert. Aller zwei Tage erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums.
Die Vermehrung der Astrozyten erfolgte entsprechend dem Protokoll unter 3.4.1 unter
Zusatz von 10 pg/ml Clodronat und vorheriger Behandlung der Kulturflaschen mit
Trypsin fir 2 Minuten. Die Vorbereitung der Gewebekulturplatten und EP-L&sungen

wurde wie unter 3.4.2 und 3.4.3 beschrieben vollzogen.

3.56.2 Scratch wound assay

Bei konfluenten, adharenten Wachstum der Astrozyten wurden die insgesamt 60
Vertiefungen fur drei unabhangige Experimente genutzt. Nach Aufteilung entsprechend
der Behandlungsgruppe (kein EP n= 15, 0,84 uM EP n= 15, 8,4 yM EP n= 15, 84 uM
EP n= 15) wurden die Vertiefungen einem Zeitwert zugeordnet (O h n=12,6 h n= 12,
12h n=12,24 h n=12, 48h n=12; Abbildung 5). Nach dieser Aufteilung standen pro
Behandlungsgruppe und Zeitwert jeweils drei Deckglaschen zur Analyse bereit. Zu
Beginn des Experiments wurde das verbrauchte Kulturmedium entfernt und nach
Behandlungsschema durch 1 ml Kulturmedium (keine Behandlung) oder 1 ml der
vorgesehenen EP LoOsung ersetzt. Nach 15 min. Prainkubation wurde durch eine
Hohlnadel, mittig und mdglichst vertikal in der Vertiefung, ein mechanischer Riss
(scratch wound) erzeugt. Bis zur Fixierung zum zugeordneten Zeitwert durch 4 % PFA

wurden die Vertiefungen im Brutschrank inkubiert [225].
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3.6 Western Blot Analysen

Zur Analyse wurden die Proben zunachst mit Ultraschall fur dreimal drei Sekunden
behandelt. AnschlieRend wurden sie bei 70 °C fir 5 min. gekocht und im Anschluss bei
4 °C und 3000 g fur 10 min. zentrifugiert. Daraufhin erfolgte die Proteinbestimmung mit
dem Pierce Bicinchoninsaure (BCA) Protein Assay Kit. Zuerst wurde die bovine
Serumalbumin (BSA) Standardreihe in Doppelbestimmung in die Vertiefungen einer
96-Loch Platte pipettiert: einfacher Probenpuffer (Zusammensetzung fir 100 ml: 0,98 g
Tris, 2g SDS, 10 g Saccharose in 75 ml destilliertem Wasser gelést), 1500 pug/ml,
1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 100 pg/ml, 75 pg/ml,
50 pg/ml, 25 ug/ml, 10 ug/ml BSA. Nachfolgend wurden die Proben pro Eppendorf
Reaktionsgefal in einem Verhaltnis von 1:5 mit einfachem Probenpuffer ver- und
durchmischt. Nun wurden 25 pl pro Probe und Vertiefung in die Vertiefungen pipettiert.
Nachfolgend wurde die Proteinreagenz aus den beigefigten Reagenzien A und B in
einem Verhaltnis von 1:50 hergestellt. Von dem Proteinreagenz wurden 200 yl in jede
Vertiefung pipettiert. Nun erfolgte die photometrische Proteinbestimmung bei einer
Wellenlange von 492 nm. Die Proben wurden entsprechend der vorher bestimmten
Proteinkonzentration mit vierfachem Laemmlipuffer (Zusammensetzung far 100 mi:
32 ml 0,5 mol/l Tris, 15 ml destilliertes Wasser, 40 ml Glycerol, 10 ml 10 % SDS, 2,8 ml
B-Mercaptoethanol, 0,2 ml Bromophenolblau) versetzt, sodass eine Zielkonzentration
von 10 ug/ml erreicht wurde. Darauffolgend wurden die Proben bei 95 °C fir 5 min.
gekocht. Nach Aufbau der Gelapparatur wurde diese mit einfachem Laufpuffer
(Zusammensetzung fur 100 ml: 3 g Tris, 14,4 g Glycin, 10 ml 10 % SDS in 100 ml
destilliertem Wasser) beflllt. Daraufhin wurden die Proben und der biotinylierte
Proteinmarker aufgetragen und mittels Elektrophorese bei initial 90 V, dann bei 200 V,
im 15 % Trenngel (Zusammensetzung fur ein Gel: 6,5375 ml destilliertes Wasser,
3,75ml  30% Polyacrylamid-Methylenbisacrylamid  Gemisch, 225yl 10 %
Ammoniumpersulfat, 5 ul Tetramethylethylenediamin, 0,85g Tris, 18,75 mg SDS)
aufgetrennt. Nach erfolgter Auftrennung wurden die Proteine im Sammelgel
(Zusammensetzung fir ein Gel: 3,0875 ml destilliertes Wasser, 325pul 30 %
Polyacrylamid-Methylenbisacrylamid Gemisch, 25pul 10 % SDS, 125pul 10%
Ammoniumpersulfat, 2,5 yl Tetramethylethylenediamin, 94,56 mg Tris) gesammelt.
Zum Blotten wurden die Nitrocellulosemembran und 14 Filterpapiere im Transferpuffer
(Zusammensetzung fir 100 ml: 290 mg Glycin, 580 mg Tris, 37 mg SDS, 20 ml
Methanol, 80 ml destilliertes Wasser) eingeweicht. Im Anschluss wurde das
Sammelgel auf sieben Filterpapiere gelegt, gefolgt von der Nitrocellulosemembran und
weiteren sieben Filterpapieren. Der so entstandene Stapel wurde ausgerollt, so dass

alle Luftblasen entweichen konnten. Nun erfolgte das Blotten bei 35 V fiir 30 Minuten.
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Danach wurde die Membran mit Ponceau Rot zur Kontrolle angefarbt und mit
destilliertem Wasser entfarbt. Daraufhin wurde die Membran mit 5% Milch
(Zusammensetzung fir 100 ml: 5 g Milchpulver, 6,05 g Tris, 8,76 g Natriumchlorid,
100 ml destilliertes Wasser) fur 30 min. blockiert. AnschlieRend folgte die Inkubation
der Membran Uber Nacht bei 4 °C unter standiger Rotation im Falcon R&hrchen
zusammen mit dem Glo1 Antikdrper (Tabelle 4, in 5 % Milch). Nach diesem Schritt
wurde die Membran dreimal fir 10 min. in Waschpuffer (Zusammensetzung fir 100 ml:
6,05g Tris, 8,76 g Natriumchlorid, 100 ml destillietes Wasser) gewaschen.
Nachfolgend wurde die Membran mit dem sekundaren Antikérper der Meerrettich
Peroxidase (Tabelle 4; in 5% Milch) und dem Sekundarantikérper fir den
Proteinmarker (in 5 % Milch) fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hieran
schlossen sich drei Waschschritte mit Waschpuffer fir jeweils 10 Minuten. Nun erfolgte
die Entwicklung mit verstarkter Chemiluminiszenz und Detektion im MF ChemiBis 1,6.
Nach der erfolgreichen Detektion erfolgte das Strippen der Membran. Hierfir wurde die
Membran dreimal 10 min. mit Waschpuffer gewaschen. Hinterher wurde die Membran
5 min. im Stripppuffer (Zusammensetzung fur 100 ml: 1,5 g Glycin, 100 mg SDS, 1 ml
Tween 20, 100 ml destilliertes Wasser) gewaschen. Darauf folgten erneut drei
Waschschritte mit Waschpuffer fur jeweils 10 Minuten. Im Anschluss wurde die
Membran in 5 % Milch fir 30 min. blockiert. Im Folgenden wurde die Membran Gber
Nacht unter standiger Rotation mit f—Aktin Antikérper (Tabelle 4, in 5%Milch) inkubiert.
Am nachsten Tag wurde der Ablauf wie nach der Inkubation mit dem Glo1 Antikérper

bis zur Detektion wiederholt.

3.7 Histochemie und Immunhistochemie

3.71 Hamalaun-Eosin Farbung

Fur die Auswertung der scratch wound assay Deckglaschen wurde eine Hamalaun-
Eosin (HE) Farbung vorgenommen. Dazu wurden die Praparate 5 min. mit 0,02 mol/I
PBS (Zusammensetzung far 100 ml: 09g Natriumchlorid, 227 mg
Dinatriumhydrogenphosphat, 54 mg Kaliumdihydrogenphosphat, 100 ml destilliertes
Wasser) gesplilt und hinterher durch Zugabe von Hamlaun nach Mayer fiir 4 bis 8 min.
gefarbt. Im Anschluss wurden die Praparate mit destilliertem Wasser fiir 2 min. gesplilt,
gefolgt von einer Wasserungsphase unter schwach laufendem Leitungswasser flr
30 Minuten. Nun erfolgte die Farbung mit Eosin flr 3 bis 5 min., bevor die Praparate in
der aufsteigenden Alkoholreihne entwassert und mit Entellan auf Objekttragern

eingedeckt wurden.
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3.7.2 Immunfluoreszenz Farbung

Vor Beginn der Farbung wurden die Schnitte 30 min. bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Danach erfolgte die dreimalige Spulung mit PBS/Triton
(Zusammensetzung far 100 ml: 09g Natriumchlorid, 227 mg
Dinatriumhydrogenphosphat, 54 mg Kaliumdihydrogenphosphat, 0,3 ml Triton X-100,
99,7 ml destilliertes Wasser) fir jeweils 10 Minuten. Die Praparate wurden dann mit
normalem Ziegenserum (normal goat serum, NGS) im Verhaltnis von 1:20 in
PBS/Triton fir 30 min. vorinkubiert und je nach vorher bestimmtem Procedere mit
folgenden Primarantikérper in mit 0,5 % BSA versetztem PBS/Triton Uber Nacht
inkubiert: Glo1, Saures Gliafaserprotein (GFAP), neuronenspezifisches nukleares
Protein (NeuN), Laminin, lonisiertes Calcium bindendes Adaptermolekil 1 (Iba1),
neuronales Cadherin (N-Cadherin) (Tabelle 4). Hinterher erfolgten drei Waschschritte
mit PBS/Triton fur jeweils 10 Minuten. Mit Hilfe der Alexa 488, 568 und/oder 633
gekoppelten Sekundarantikdrper (Tabelle 4) wurden die Signale der Primarantikérper
visualisiert. Danach folgte erneut ein Waschschritt mit PBS/Triton fir 10 min. und das
einmalige Waschen mit destilliertem Wasser fir 5 Minuten. Gegebenenfalls wurde nun
eine 4’°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Farbung angeschlossen, welche die
Inkubation mit DAPI fir 5 min. und das erneute Waschen mit PBS/Triton fir 10 min.
und mit destilliertem Wasser flir 5 min. beinhaltete. Nach Abschluss der Farbung
wurden die Schnitte mit fluoreszierendem Eindeckmedium eingedeckelt. Die Lagerung

der Objekttrager erfolgte bis zur Auswertung bei 4 °C.

3.7.3 Die ExtrAvidin Farbemethode

Fur die ExtrAvidin Farbung wurden die Schnitte 30 min. bei Raumtemperatur
getrocknet. Fir die Zelllinienfarbungen wurde dieser Schritt ausgelassen. Fir die
Zelllinienfarbungen wurde statt PBS/Triton stets 0,02 mol/l PBS benutzt. Zum Blocken
der endogenen Peroxidase wurden die Proben mit 4,5 % Wasserstoffperoxid
versetztem Methanol fir 10 min. behandelt. AnschlieBend wurden drei Waschschritte
mit PBS/Triton flr jeweils 10 min. durchgeflihrt, gefolgt von der Inkubation mit NGS im
Verhaltnis von 1:20 in PBS/Triton fir 30 Minuten. Hieran schloss sich die Inkubation
mit dem Glo1 Antikérper in mit 0,5 % BSA versetztem PBS/Triton Gber Nacht bei 4 °C
an. Danach folgten drei Waschschritte mit PBS/Triton flr jeweils 10 Minuten. Hinterher
wurde das Material mit Biotin-konjugiertem monoklonalem Immunglobulin G (IgG)
(Tabelle 4) Antikérper in PBS/Triton flir eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurde das
Material erneut dreimal flir jeweils 10 min. mit PBS/Triton gewaschen und danach mit
ExtrAvidin Peroxidase in PBS/Triton (Tabelle 4) fir eine Stunde behandelt.

Darauffolgend wurde das Material zweimal mit PBS/Triton und einmalig mit 0,05 mol/l
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Trispuffer (Zusammensetzung fir 11: 6,06 g Tris, 11 destilliertes Wasser) fir jeweils
10 min. gewaschen. Dann wurde das Material mit 0,05 g/I 3,3 -Diaminiobenzidin (DAB)
und 0,15 %o Wasserstoffperoxid versetztem 0,05 mol/l Trispuffer inkubiert. Parallel zu
den Waschschritten, einmal mit Trispuffer fur 10 min. und zweimalig fir jeweils 5 min.
mit destilliertem Wasser, wurde das DAB mit Natriumhypochloridiésung neutralisiert.
Danach wurden die Proben durch Uberfiihrung in die aufsteigende Alkoholreihe

entwassert und mit Entellan und 24x50 mm Deckglaschen eingedeckt.

3.8 Auswertung
3.8.1

Zur Analyse der belichteten Western Blot Membranen wurden diese digital als TIFF

Auswertung der Western Blot Membranen

Dateien gespeichert und anschlielend in ImageJ gedffnet. Hier wurden die Bilder
invertiert und die Banden des gleichen Molekulargewichts maoglichst horizontal
ausgewahlt. Anschlielend wurde die Intensitat berechnet. Die Intensitaten wurden auf
die jeweilig fir Gruppe, Zeitwert und Experiment bestimmte Intensitadt des (-Aktins
normiert. FUr die im Anschluss durchgefiihrte Normierung wurden die Intensitatswerte
der NMDA geschadigten Gruppe auf den CTR Wert desselben Zeitpunkts und des
jeweiligen Experiments normiert und der entsprechende CTR Wert wurde als 100%
Wert angenommen. Die Bildung der Glo1 Ratio erfolgte durch Division der B-Aktin
normierten Intensitatswerte des Glo1 Dimers durch diejenigen des Glo1 Monomers.
3.8.2 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mittels konfokaler Laserscanning Mikrospie
ausgewertet. Die fiur die jeweiligen Farbungen benutzte Wellenlange (A; A Exzitation)
des monochromatischen Lichts, der genutzte dichroische Spiegel, der Emissions-
Bandpassfilter (A Emission) und die gewahlte Farbe zur Darstellung sind in Tabelle 6

aufgefihrt.

Tabelle 6: Einstellungen fir die konfokale Laserscanning Mikroskopie

Antigen Marker A Dichroischer A Farbe
Exzitation | Spiegel Emission
Glo1 Alexa 488nm FT FT 505- Grin
fluoreszierender 488/ uVv/488/ | 530nm
Farbstoff 488 543 543/633
NeuN Alexa 543nm 585- Rot
Laminin fluoreszierender 615nm
GFAP Farbstoff 568
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N-Cadherin

DAPI 405nm 420- Blau
480nm

Glo1 Glyoxalase 1; GFAP glial fibrillary acidic protein; Saures Gliafaserprotein; Iba1
ionized calcium-binding adapter molecule 1, NeuN neuron- specific nuclear protein,

Neuronenspezifisches nukelares Protein; A Wellenlange

Zur Untersuchung der intrazelluldren bzw. zellmembrannahen Lage der Glo1 wurden

Bildstapel in z-Richtung aufgenommen und fir die weitere Analyse gespeichert.

3.8.3  Voreinstellung fiir die Durchlichtmikroskopie

Die Auswertung der HE Schnitte und der nach ExtrAvidin Methode geféarbten Praparate
erfolgte an einem Axioplan Durchlichtmikroskop. Nach erfolgtem Einstellen der
Beleuchtungsstérke, des Kontrastes und der Koéhlerschen Beleuchtung wurden die
Praparate mit den 2,5-,10- und 40-fach vergroRernden Objektiven unter Nutzung eines
10-fach vergroflernden Okulars mit der installierten Axiocam Kamera im Programm

AxioVision aufgenommen.

3.8.4 Analyse der pMCAO Experimente

Bei der Auswertung der pMCAO Schnitte bezlglich der Glo1 Immunreaktivitat wurden
die nicht-geschadigten (nachfolgend: contralateral) und geschadigten (nachfolgend:
ipsilateral) Hemispharen in Ubersicht und bei starker VergroRerung aufgenommen und

Unterschiede in der Expression der Glo1 dokumentiert.

3.8.5 Auswertung des scratch wound assays mittels Durchlichtmikroskopie

Die HE- gefarbten scratch wound assay Praparate wurden bei 100-facher
VergréRerung aufgenommen. Hier wurde der mechanisch erzeugte Spalt aufgesucht
und als Bildmitte eingestellt. Das Bild wurde in AxioVision mit einem
Referenzobjekttrager skaliert und an vier Stellen vermessen. Dabei wurde das
Praparat entlang des Spalts geviertelt, sodass jeweils der Randbereich und zwei
zentrale Bereich erfasst und vermessen wurden. Die Spaltbreite wurde in pm

dokumentiert.

3.8.6 Morphometrische Analyse der Zelllinienexperimente mittels
Durchlichtmikroskopie
Die Untersuchung der Glo1 Immunreaktivitat hinsichtlich Veranderungen des

Expressionsmusters durch LPS- und EP-Gabe wurde bei 100- und 400-facher
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Vergroflerung untersucht. Die Praparate wurden in vier Quadranten eingeteilt und
hinsichtlich Zellzahlschwankungen moglicher Unterschiede der Glo1-

(Trans)Lokalisation, -lImmunreaktivitat und zellspezifischen Expression untersucht.

3.8.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der aus 3.8.1 und 3.8.5 erhobenen Daten wurde mit dem
Programm GraphPad Prism vorgenommen. Der Datensatz von 3.8.1 bestand dabei
aus funf unabhangigen und von 3.8.5 aus drei unabhangigen Experimenten. Nach
Analyse der Daten auf Normalverteilung wurden mittels ANOVA (analysis of variance;
Varianzanalyse) Tests mogliche Signifikanzen untersucht. Dabei wurde das
Signifikanzniveau auf 5 % definiert (p<0,05). Beim Erreichen des Signifikanzniveaus
wurde der Bonferroni Test angeschlossen um Untersuchungen zwischen den Gruppen
durchzufuhren. Zur Prasentation wurden Mittelwerte und Standardfehler des

Mittelwertes angegeben.

4 Ergebnisse

4.1 Die Glo1 Proteinkonzentration und Immunreaktivitit zeigen
schéadigungs- und zeitabhangige Veranderungen im Modell der exzitotoxisch
geschadigten OHSC

411 Die exzitotoxische Schadigung fiihrt zu einem zeitabhidngigen Anstieg
des Glo1 Dimers und zu einer Verschiebung von Glo1 Monomer zu Glo1 Dimer
Um mogliche zeitliche und schadigungsabhangige Veranderungen der Glo1
Proteinkonzentration zu analysieren, wurden Western Blot Untersuchungen unter
reduzierenden Bedingungen der OHSC zu verschiedenen Zeitpunkten ohne und mit
NMDA Schadigung durchgefihrt. Anschlielend erfolgte die semiquantitative
Auswertung durch Bestimmung der Intensitdten und darauffolgender Normierung auf
B-Aktin, welches als Referenzprotein genutzt wurde. Abbildung 6 zeigt exemplarisch
einen solchen Western Blot. Hier erkannte der B-Aktin Antikdrper entsprechend des
Molekulargewichts eine 42 kDa schwere Bande. Der Glo1 Antikérper erkannte bei
23 kDa das Glo1 Monomer und bei 46 kDa das Glo1 Dimer. Die bestimmten
Intensitaten sind in den Tabellen 7-9 aufgefiihrt. Eine signifikante zeitliche
Veranderung konnte weder fir das Glo1 Monomer noch fiir das Glo1 Dimer in der CTR
bestimmt werden (p>0,05, Abbildung 7). Im Vergleich von Glo1 Monomer und Dimer
fand sich zu allen betrachteten Zeitpunkten eine signifikant hdhere Konzentration des
Glo1 Monomers (p<0,0001; Tabelle 7, Abbildung 7). Nach erfolgter 3-Aktin Normierung
wurden die gewonnen Intensititen der NMDA geschadigten Gruppe auf die

entsprechenden Zeitwerte der CTR normiert (Tabelle 8, Abbildung 8). Bei der
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Betrachtung der zeitlichen Dynamik wurde eine signifikante Abnahme des Glo1
und 48 h (p<0,05)

signifikante Variationen konnten fiur das Glo1 Monomer nicht bestimmt werden

Monomers zwischen 5 min. beobachtet. Weitere zeitliche,
(p>0,05). Dagegen konnte ein signifikanter Anstieg des Glo1 Dimer zwischen 12 und
24 h beobachtet werden (p<0,05). Weitere signifikante Unterschiede existierten fiir das
Glo1 Dimer nicht (p>0,05). Zwischen Glo1 Monomer und Dimer fand sich bei 24 und
48 h ein signifikanter Unterschied, welcher jedoch nur fir das Glo1 Dimer signifikant
zur Kontrollgruppe unterschiedlich war (p<0,0001). An den Ubrigen Zeitpunkten zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede (p>0,05). Um eine mogliche Umverteilung
zwischen Glo1 Monomer und Glo1 Dimer zu untersuchen, wurde das Verhaltnis von
Glo1 Dimer zu Glo1 Monomer fiir die entsprechenden Zeitpunkte berechnet und
ausgewertet (Tabelle 9, Abbildung 9). Innerhalb der CTR wurde kein signifikanter
zeitlicher Unterschied beobachtet. In der NMDA geschadigten Gruppe fand sich ein
signifikanter Anstieg der Glo1 Ratio zwischen 1 und 24 h (p<0,05).

Im Vergleich beider Gruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen 24 und
48 h nach Schadigung (p<0,0001).

Tabelle 7: Bestimmte Intensitadten der Western Blot Analysen nach (3-Aktin Normierung
fur die CTR

Zeitwert Monomer Dimer

MW SEM MW SEM

5 min. 0,78 0,1 0,04 0,01
1h 0,71 0,13 0,05 0,02

6 h 0,74 0,06 0,06 0,02
12 h 0,61 0,06 0,05 0,01
24 h 0,66 0,1 0,04 0,01
48 h 0,74 0,07 0,06 0,01
72 h 0,82 0,12 0,06 0,01

CTR Kontrollgruppe, MW Mittelwert, SEM Standardfehler, min. Minuten, h Stunde(n)

Tabelle 8: Intensititen der NMDA geschadigte Gruppe normiert auf die
zeitentsprechenden CTR Werte
Zeitwert Monomer (% von CTR) Dimer (% von CTR)
MW SEM MW SEM
5 min. 110,3 16,01 123,1 19,14
1h 116 17,87 121,6 13,63
6 h 99,01 9,96 116,5 22,94
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12h 97,06 12,34 96,55 7,61

24 h 75,18 16,49 202,6 37,53
48 h 68,09 7,83 157.,5 16,58
72 h 71,69 8,27 122,7 20,38

CTR Kontrollgruppe, MW Mittelwert, SEM Standardfehler, min. Minuten, h Stunde(n),

% von CTR Prozentualer Anteil des zeitlich korrespondierenden Wertes der CTR

Tabelle 9: Glo1 Ratio (Dimer/Monomer) generiert aus den B-Aktin normierten Glo1

Monomer und Dimer Intensitaten der CTR und NMDA geschadigten Gruppe.

Zeitwert CTR NMDA geschidigte Gruppe

MW SEM MW SEM

5 min. 0,06 0,01 0,06 0,01
1h 0,07 0,01 0,07 0,01
6h 0,08 0,03 0,1 0,01
12 h 0,1 0,01 0,1 0,01
24 h 0,06 0,01 0,17 0,03
48 h 0,08 0,01 0,18 0,02
72 h 0,07 0,01 0,13 0,03

CTR Kontrollgruppe, MW Mittelwert, NMDA N-Methyl-D-Aspartat, SEM Standardfehler,

min. Minuten, h Stunde(n)
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Abbildung 6: Exemplarischer Western Blot mit Detektion des Glo1 Monomers bei

23 kDa, des Glo1 Dimers bei 46 kDa und des entsprechenden B-Aktins bei 42 kDa
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Abbildung 7: Semiquantitative Auswertung der B-Aktin normierten Intensitaten fur
das Glo1 Monomer und Dimer der CTR Uber die Zeit
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Abbildung 9: Semiquantitative Auswertung der B-Aktin normierten Glo1 Ratio
(Dimer/Monomer) Uber die Zeit, * signifikanter Unterschied zur CTR, + signifikanter

Unterschied zu 1 h nach Schadigung

41.2 Im Rahmen der exzitotoxischen Schiadigung kommt es zu einer
zeitabhangigen Verdnderung der Glo1 Immunreaktivitit im GD

Fir die Untersuchung der schadigungs- und zeitabhangigen Variationen der Glo1
Immunreaktivitdt wurden Kryostatschnitte der OHSCs angefertigt und mittels
Immunfluoreszenzmethode doppelt markiert. Darauffolgend wurde die
Hippokampusformation, mit speziellem Augenmerk auf den GD, mittels konfokaler
Laserscanning Mikroskopie betrachtet (Abbildung 10). Dabei zeigte sich in der
Doppelfarbung von Glo1 und NeuN in der CTR keine Kolokalisierung im GD. Nur
astrozytare Fortsatze besalen eine Glo1 Immunreaktivitdt (Abbildung 10). Eine
zeitliche Veranderung konnte in der CTR nicht beobachtet werden. In der NMDA
geschadigten Gruppe zeigte sich eine Anderung der Glo1 Immunreaktivitdt an den
Zeitpunkten 12, 24 und 48 h nach Schadigung. In den Ubersichtsaufnahmen der
NMDA geschadigten Gruppe kam es nach 24 und 48 h zu einem Auftauchen von
wenigen kleinen, rundlichen Glo1 positiven Zellen (Abbildung 10, 12).

Unter Nutzung einer héheren Vergréoferung konnte 12 h Stunden nach NMDA Zugabe
eine Translokation der Glo1 Immunreaktivitdt zur neuronalen Zellmembran beobachtet
werden (Abbildung 11). AuRerdem konnte nach 24 und 48 h in den auftauchenden
Glo1 positiven Zellen eine Kernfragmentierung mit zeitlicher Zunahme und
Kondensation der Zellen gesichert werden (Abbildung 12). Nach 72 h waren diese

Zellen nicht mehr zu finden. Der Zelltyp dieser Zellen konnte mittels Doppelmarkierung
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nicht determiniert werden. Mittels der Doppelfarbungen von Glo1 und GFAP bzw. Iba1
konnte gezeigt werden, dass Astrozyten und Mikroglia eine Glo1 Immunreaktivitat
besitzen. Allerdings zeigte diese keine zeit- und schadigungsabhangigen

Veranderungen.

NMDA CTR

24 h

72 h

Abbildung 10: Immunfluoreszenzfarbungen des GD fiir Glo1 (griin) und NeuN (rot)

Uber die Zeit und fir beide Gruppen. Malstab: 50 um
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CTR

Abbildung 11: Translokation der Glo1 (griin) 12 h nach exzitotoxischer Schadigung
zur neuronalen Zellmembran, markiert mittels N-Cadherin (rot) und ohne Nachweis
der Glo1 in Zellkernndhe, markiert mittels DAPI. Mastab: 20 um

24 h 48 h

Abbildung 12: Nachweis der Glo1 (griin) positiven Zellen mit fragmentiertem Kern
(markiert durch DAPI) nach exzitotoxischer Schadigung. Mafstab: 24 h 10 um, 48 h
20 um

4.2 Die Glo1 Immunreaktivitit weist zeitabhéingige Variationen nach pMCAO
auf

Um eine mogliche Rolle der Glo1 nach ischamischem Schlaganfall zu Uberprufen
wurde das Modell der pMCAO eingesetzt. Aus den Hirnen der operierten Tiere wurden
Kryostatschnitte angefertigt und mittels ExtrAvidin und Immunfluoreszenz Methode
gefarbt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Lichtmikroskopie bzw. konfokalen

Laserscanningmikroskopie (Abbildung 13,14). Die Hemisphare mit unverschlossener
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Arteria cerebri media (contralateral) wurde als Kontrolle zum Vergleich mit der
geschadigten Hemisphare (ipsilateral) genutzt.

Uber den betrachten Zeitraum zeigte sich auf beiden Heimsphéren eine Glo1
Immunreaktivitat im Gefallendothel, jedoch ohne zeitliche Dynamik (Abbildung 13). Auf
der contralateralen Hemisphare konnte keine zusatzliche Glo1 Immunreaktivitat Gber
die weiteren Zeitpunkte beobachtet werden. Auf der ipsilateralen Seite war die
Zeichnung des GefalRendothels mit Glo1 Immunreaktivitat ebenfalls zu sehen, zeigte
aber eine scheinbar hohere Intensitat nach 75 Minuten. Nach 1-10 d prasentierten die
Neurone innerhalb des Infarktgebietes die starkste Glo1 Immunreaktivitat (Abbildung
13). Zum spatesten betrachteten Zeitpunkt (60 d) nach Ischdmie verschwand das
neuronale Muster und stattdessen wiesen die Astrozyten der Astroglianarbe die
starkste Glo1 Immunreaktivitat auf. Zur Validierung dieses morphologischen Eindrucks
wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt um einerseits die Lokalisation im
GefalRendothel (mittels Laminin Farbung), in Neuronen (mittels NeuN Farbung) und in
Astrozyten (mittels GFAP Farbung) darzustellen (Abbildung 14).
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Abbildung 13: Zeitliche Variationen der Glo1 Immunreaktivitit nach pMCAO mit
nach 1d ausgepragtem neuronalen Muster, welches nach 60 d nicht auffindbar
war. Nach 60 d besal’en die Astrozyten der Astroglianarbe die starkste Glo1
Immunreaktivitat. contralateral: ungeschadigte Hemisphare, ipsilateral: Hemisphare
nach pMCAOQO; Malistab: 300 um

75 min. 60 d

Abbildung 14: Zeitliche Variation der Zellen mit der starksten Glo1 (grin)
Immunreaktivitat auf der geschadigten Hemisphare. Wahrend nach 75 min. nur das
GefalRendothel, markiert durch Laminin (rot), eine Glo1 Immunreaktivitdt zeigt,
prasentieren von 1 d bis 10 d die Neurone, markiert mittels NeuN (rot) die starkste
Glo1 Immunreaktivitdt. Dieses Muster verschwand nach 60 d und die Astrozyten
der Astroglianarbe prasentierten die starkste Glo1 Immunreaktivitat, Malistab:
10 um (75 min), 20 ym (3 d), 100 uym (60 d).

4.3 Die Stimulation mit LPS und die Behandlung mit EP verandert die Glo1
Immunreaktivitat in BV2 Zellen iiber die Zeit nicht

Die Untersuchung der Glo1 Immunreaktivitdit von BV2 Zellen erfolgte mittels

Immunhistochemie und lichtmikroskopischer Auswertung.
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In allen Gruppen und zu allen untersuchten Zeitpunkten fand sich eine starke Glo1
Immunreaktivitat in allen BV2 Zellen. Dabei schien diese am starksten in jenen BV2
Zellen mit amdboider Zellmorphologie (Abbildung 15,16). Die Glo1 Immunreaktivitat
beschrankte sich auf das Zytoplasma und die perinuklare Zisterne der BV2 Zellen.
Innerhalb der CTR variierte die Glo1 Immunreaktivitat Uber die Zeit nicht (Abbildung
15). Auch durch eine Behandlung mit EP wurde die Glo1 Immunreaktivitdt nicht
beeinflusst. Zwischen den EP behandelten Gruppen konnte keine Alternation der Glo1
Immunreaktivitat beobachtet werden.

Nach Stimulation der BV2 Zellen mit LPS kam es zur Reduktion der Zellzahl, zudem
entwickelte der Grofiteil der Zellen eine amdboide Zellmorphologie.

Die Glo1 Immunereaktivitat blieb dabei unter subjektiven Gesichtspunkten
unbeeinflusst (Abbildung 16).

Die Glo1 Immunreaktivitat veranderte sich durch eine zusatzliche EP-Behandlung nicht
(Abbildung 16). Jedoch schienen auf den mit EP behandelten Deckglaschen mehr
Zellen vorhanden zu sein, verglichen mit denen ohne EP-Behandlung (Abbildung 17).
Zwischen den mit EP behandelten Gruppen war kein konzentrationsabhangiger
Unterschied zu erkennen. Zu allen untersuchten Zeitpunkten blieb die Glo1
Immunreaktivitdt unbeeinflusst von der Zeit, der Stimulation mit LPS und der
Behandlung mit EP.
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12 h

24 h

—

Abbildung 15: Immunhistochemischer Nachweis der Glo1 in nicht LPS stimulierten

BV2 Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit und ohne EP-Behandlung.

Reprasentierend fiir die EP Gruppe wurde die mit 8,4 umol/l EP behandelte Gruppe

gewahlt. Mastab: 100 ym
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Abbildung 16: Immunhistochemischer Nachweis der Glo1 in mit LPS (10 ng/ml)
stimulierten BV2 Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten, mit und ohne EP-
Behandlung. Reprasentierend fir die EP Gruppe wurde die mit 8,4 umol/l EP
behandelte Gruppe gewahlt. Mal3stab: 100 ym
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Abbildung 17: Ubersichtsaufnahme der BV2 Zellen mit immunhistochemischem
Glo1 Nachweis zum Vergleich der Zellzahl zwischen EP behandelter und der CTR.
Reprasentierend fiir die EP Gruppe wurde die mit 8,4 umol/l EP behandelte Gruppe
gewahlt. MaRstab: 200 pm.

4.4 Die Glo1 Immunreaktivitit in der HT22 Zelllinie ist auf eine
Subpopulation beschrankt und wird durch die Zeit und EP nicht beeinflusst

Die Glo1 Immunreaktivitdt von HT22 Zellen wurde hinsichtlich zeitlicher und EP
bedingter Variationen immunhistochemisch untersucht (Abbildung 18). Uber die Zeit
konnte eine zeitlich bestandige Glo1 Immunreaktivitat in einer Subpopulation der HT22
Zellen beobachtet werden. Im Vergleich zum Grofdteil der HT22 Zellen besalRen diese
Zellen eine kleine, runde Zellmorphologie. Intrazelluléar war die Glo1 Immunreaktivitat
auf das Zytoplasma und die perinukledre Zisterne beschrankt. Die Behandlung mit EP
hatte keinen Einfluss auf die beobachtete Glo1 Immunreaktivitdt und fuhrte auch zu

keinen Veranderungen in den restlichen HT22 Zellen.
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8,4umol/l EP

Keine EP-Behandlung

Abbildung 18: Glo1 Immunhistochemie in HT22 Zellen tber die Zeit in der mit EP
behandelten Gruppe und CTR. Reprasentierend fiir die EP Gruppe wurde die mit
8,4 umol/l EP behandelte Gruppe gewahlt. Mallstab: 100 um
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4.5 EP verlangsamt die astroglidre Narbenbildung

Die Wirkung von EP auf die astrozytare Narbenbildung wurde mit Hilfe des scratch
wound assays untersucht. Dabei wurde der Astrozyten Monolayer nach 15 minutiger
Inkubation mit der entsprechenden Behandlung mechanisch separiert und zum vorher
bestimmten Zeitpunkt fixiert, HE gefarbt und an vier Stellen vermessen (Tabelle 10,
Abbildung 19). Die Statistische Auswertung mittels zweifacher ANOVA ergab dabei in
der CTR eine signifikante Reduktion des erzeugten Abstandes zwischen 12 und 24 h
und 12 und 48 h (p<0,05). Dies konnte in allen mit EP behandelten Gruppen nicht
beobachtet werden (p>0,05). Im Vergleich der 48 h Zeitwerte der EP behandelten
Gruppen zur CTR fand sich eine signifikante Verzégerung des Rissschlusses fir die
mit 8,4 und 84 ymol/l EP behandelten Gruppen (p<0,05), allerdings nicht fir die mit
0,84 uymol/l EP behandelte Gruppe (p>0,05). Zwischen den mit EP behandelten

Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden (p>0,05).

Tabelle 10: Mittelwerte und dazugehériger Standardfehler der Vermessung des

erzeugten Risses

CTR 0,84pmol/l EP | 8,4 ymol/l EP | 84 umol/l EP
Zeitwert | MW | SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
Oh 222 119,12 | 183,56 | 22,8 157,8 | 13,43 | 153,56 | 18,29
6h 271 117,83 | 229 27,97 | 194 25,34 | 193 26,13
12h 248 | 39,45 | 136 17,53 | 157 24,68 | 155 14,18
24h 91 39,36 | 90 23,36 | 196 21,56 | 112 17,44
48h 0 0 77 17,48 | 192 30,45 | 153 14,18

CTR Kontroligruppe, EP Ethylpyruvat, h Stunde(n), MW Mittelwert, SEM
Standardfehler
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf des Rissschlusses der verschiedenen Gruppen;

* signifikanter Unterschied innerhalb der CTR (p<0,05), + signifikanter Unterschied

der mit EP behandelten Gruppen verglichen mit dem Kontrollgruppenwert 48h nach

L&sion
5 Diskussion
Obwohl in den letzten Jahren eine Vielzahl neuer moglicher Angriffsziele zur
Abmilderung der Schlaganfallfolgen identifiziert wurden, fehlten in klinischen Studien
die erwarteten Erfolge [232-234]. Dies macht die Notwendigkeit eines verbesserten
Verstandnises der Mechanismen des Schlaganfalls klar, um mdgliche neue
Therapiestrategien zu entwickeln. Die dem sekundaren Schaden folgenden Prozesse
bzw. die =zur Vermeidung notwendigen Kompensationsmechanismen konnten
interessante Angriffsziele darstellen [10,133]. Die metabolische Stabilisierung in Form
der ausreichenden Bereitstellung von ATP kdénnte die Kompensationsmechanismen
stabilisieren und so eine Ausdehnung des Schadens begrenzen [137].
Durch die enge neuro-glidre Kopplung kénnte sich der Glukosestoffwechsel als Ziel fur
Neurotherapeutika eignen. Zwar verbessert eine erhdhte Glukosebereitstellung das
neurologische Outcome, steigert aber gleichzeitig das Infektionsrisiko und die
Mortalitat [235,236]. Dabei kénnte das Problem nicht in der Stabilisierung der
Substratzufuhr, sondern in den Substrat abbauenden Wegen liegen. Im Zuge der
Schadigung steigern die Neurone ihre Glykolyse, wobei die Frage offen ist, ob diese
Glykolysesteigerung den neuronalen Untergang verstarkt [133,137]. Da im Zuge der
Schadigung z.B. die Triosen weiterverarbeitenden Enzyme durch NO modifiziert
werden und nicht mehr an der ATP Generation in der Glykolyse teilnehmen und

dadurch die Energiezufuhr Uber die Glykolyse ausegesetzt wird [166,167]. Zudem
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wirde MG vermehrt anfallen und seine neurotoxischen Eigenschaften entfalten. Hier
kénnte das Glo System protektiv eingreifen bzw. dessen Veranderung das Ausmalf}
des Schadens markieren.

Alternativ kénnten auch andere Stoffwechselwege, wie der TCA, mit grofRRen
Behandlungszeitfenstern genutzt werden [110]. Damit kénnten TCA Substrate, wie
Laktat, Pyruvat und deren Derivate, wie EP, zur Stabilisierung des Stoffwechsels
dienen [237,238].

EP besitzt antiinflammatorische Eigenschaften und konnte das Ausmall neuronaler
Lasionen mindern und das neurologische Outcome verbessern [196,239,240]. Zudem
durchlief EP bereits eine klinische Phase Il Studie und gilt als unbedenklich fiir die
klinische Anwendung am Menschen [241]. Der genaue Mechanismus der EP-
vermittelten Effekte ist allerdings bisher nicht eindeutig geklart. Die Inhibierung der
Glo1 durch EP kénnte eine mdgliche Erklarung bieten [197,198,242].

5.1 Vorteile und Limitationen der genutzten Modelle

Um neue Einblicke in die Bedeutung der Glo1 in akuten zerebralen L&sionen zu
erlangen und diese mdglicherweise durch EP zu beeinflussen, wurden in der
vorliegenden Arbeit zuerst die mdglichen zeitlichen Veranderungen des Proteingehalts
und der Immunreaktion der Glo1 im Modell der exzitotoxischen Schadigung der OHSC
analysiert.

Das Modell der OHSC ist flr solche Analysen besonders gut geeignet, da neben dem
sehr guten Erhalt der organotypischen Struktur auch elektrophysiologische Aktivitaten
und Expressionsmuster vergleichbar mit in vivo Bedingungen sind [223,243-247].
Dabei kann die parenchymatése Reaktion im Zellverband unter gut kontrollierbaren
Bedingungen untersucht werden [247]. Ein Ausschluss der systemischen Reaktion im
Sinne einer Infiltration von Zellen aus der Blutbahn kann dabei sowohl als Vor- und
Nachteil des Modells gewertet werden. Zusatzlich bietet dieses Modell den Vorteil der
Reduktion der notwendigen Tiertétung, da aus einer Ratte 6-8 OHSC gewonnen
werden koénnen und die selektive Gruppenwahl flr in vivo Modelle mit deutlich
geringerer Gruppenzahl ermdglicht werden kann. Durch die hohe NMDA
Rezeptordichte, vor allem in der Region des Cornu ammonis 1 und dem GD, verflgt
das Modell Uber gute Bedingungen zur Untersuchung der NMDA vermittelten
Exzitotoxizitat [225,245]. Dabei sollte die Region des GD bevorzugt werden, da die
Region des Cornu ammonis 1 durch die Praparation geschadigt wird und somit eine
Differenzierung zwischen Praparations- und NMDA vermitteltem Schaden erschwert
wird [248].
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Nach Erhebung der Befunde im Modell der OHSC wurde in einem in vivo Modell des
experimentellen Schlaganfalls Uberprift, inwiefern sich die immunhistochemischen
Befunde bestatigen lassen. Hierfir wurde das Modell des pMCAO an spontan
hypertensiven Tieren verwendet. Neben der hohen Reproduzierbarkeit des
Schlaganfallvolumens bei spontan hypertensiven Tiere durch die fehlende
Kollateralisierung, entspricht das Modell der pMCAO am ehesten den klinisch
beobachteten Verhaltnissen [7,249]. Verglichen mit dem Modell der transienten MCAO
fehlt bei der pMCAO der beobachtete Reperfusionsschaden, welcher bei rein
pharmakologischer Therapie unter klinischen Bedingungen weitestgehend ausbleibt
[7].

Um darauffolgend die Rolle der Glo1 und deren Modulierung fur die verschiedenen
Zelltypen des ZNS zu beleuchten, wurde die Glo1 Immunreaktion in der mikrogliaren,
immortalisierten Zelllinie BV2 und der neuronalen, immortalisierten Zelllinie HT22 in
Abhangigkeit von der Zeit und Stimulation untersucht. Zudem wurden
immunhistochemische Veranderungen der Glo1 nach EP-Behandlung betrachtet.

BV2 Zellen sind murine, immortalisierte Mikroglia, welche durch die Transfektion des
v-raf/v-myc tragenden Retrovirus (J2) generiert wurden [250]. In ihrer Morphologie und
Immunologie waren BV2 Zellen mit primaren Mikroglia vergleichbar und konnten durch
LPS in einen inflammatorischen Zustand versetzt werden [163,164,250,251].

Die HT4 Zelllinie wurde durch die Transfektion mit einem temperatursensitiven
retroviralen Vektor generiert und anschlielend subkloniert, sodass die immortalisierte,
hippokampale, murine Neuronenzelllinie HT22 entstand [252,253]. Die so entstandene
HT22 Zelllinie wurde daraufhin als Modell zur Untersuchung neuroprotektiver Effekte
eingesetzt [254-258].

Des Weiteren wurden mdgliche Veranderungen der astrozytaren Narbenbildung durch
EP im scratch wound assay primarer Astrozyten untersucht. Dieses Modell wurde zur
in vitro Untersuchung der astrozytaren Reaktion auf einen mechanischen Schaden
etabliert [225,259,260]. Hier ist gleichzeitig zu erwahnen, dass die hervorgerufene
Reaktion nicht ausschliel3lich mit einer Veranderung der Zellmobilitdt einhergehen
muss, so dass mehrere Aspekte der Astrogliose beurteilt werden kénnen [261].
Aufgrund der erleichterten Handhabung und der schnelleren Verfligbarkeit, stellen
Zelllinien eine alternative zu Tierversuche und flir den Beginn ein geeignetes Modell
dar, um Signalkaskaden und Modulationsmdglichkeiten zu testen. Jedoch handelt es
sich bei Zelllinien immer um durch Transfektion(en) immortalisierte Zellen, bei denen
das Ausmall der Transfektion auf verschiedene regulatorische, immunologische
Prozesse oftmals nicht komplett untersucht wurde. Auflierdem ermdglichen

Zelllinienexperimente zwar eine zellspezifische Zuordnung des beobachteten Effekts,
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jedoch fehlt die Interaktion mit anderen Zellen des ZNS, welche das Ausmal der
Reaktion maRgeblich beeinflussen kénnen. Selbiges gilt auch fur Experimente mit
primaren Zellen. Des Weiteren entstammt das fir die vorgelegte Arbeit genutzte
Material Nagern, wodurch eine komplette Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das

humane System eingeschrankt wird.

5.2 Verdanderungen des Glo1 Proteins und der Glo1 Immunreaktivitit nach
exzitotoxischer Schadigung im Modell der OHSC

5.21 Veranderungen des Glo1Dimer/Monomer Verhaltnisses nach
exzitotoxischem Insult

In der vorgelegten Arbeit konnte das Glo1 Protein mittels Western Blot Analysen unter
reduzierten Bedingungen als Dimer bei 46 kDa und das dissoziierte Monomer bei
23 kDa in OHSC nachgewiesen werden [187—189,262]. Nach [3-Aktin Normierung fand
sich in der CTR keine zeitliche Dynamik des Glo1 Monomers und Dimers, jedoch ein
signifikant hoherer Gehalt des Glo1 Monomers zu allen untersuchten Zeitpunkten. Um
einen mdglichen Einfluss der circadianen Rhythmik auszuschlieRen, erfolgte die
Normierung der NMDA behandelten Gruppe auf die zeitlich korrespondierenden Werte
der CTR. Nach dieser Normierung zeigte sich eine signifikante Abnahme des Glo1
Monomers zwischen 24 und 48 h nach Schadigung. Dagegen konnte ein Anstieg des
Glo1 Dimers von 24 auf 48 h verzeichnet werden. Aufgrund der gegensatzlichen
Dynamik wurde eine Umverteilung von Glo1 Monomer und Dimer vermutet. Um dies
zu prufen, wurde ein Quotient aus Glo1 Dimer und Monomer (Ratio) gebildet, der einen
Anstieg zwischen 1 und 24 h in der NMDA geschadigten Gruppe aufgezeigte. Zudem
fand sich ein signifikanter Unterschied zur CTR zu den Zeitpunkten 24 und 48 h nach
Schadigung, so dass von einer Umverteilung ausgegangen werden kann.

Bisherige Untersuchungen erbrachten keinen direkten Zusammenhang zwischen der
Glo1 und der Exzitotoxizitat, einzig indirekte Hinweise existieren. Die
pharmakologische Blockade des NMDA Rezeptors durch AP-7, MK-801 und MET
erniedrigte die MG-assoziierte Glutamatfreisetzung in einer Neuroblastomzelllinie
[217]. Dagegen fiihrte die Glo1 Blockade in primaren kortikalen Neuronen zu keiner
erhdohten Anfalligkeit gegenlber Glutamat, wobei die gewahlte Glutamatkonzentration
zu niedrig erscheint [83,263]. Auch die protektiven Effekte der Tat- Glo Injektion im
ischamischen Schlaganfall kdnnten mit der Milderung des exzitotoxischen Schadens
assoziiert sein [218]. Damit stellen die hier prasentierten Befunde eine direkte
Assoziation der Glo1 zur Exzitotoxizitat dar. Zudem konnten bisherige Studien ein Glo1
Dimer nicht zeigen bzw. nachweisen [83,207,213]. Daflr kdnnte die ausschiessliche
Analyse der Glo1 Expression auf der Boten-RNS Ebene ursachlich sein [83,207,214].
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Die hier prasentierten Daten stellen damit den ersten Nachweis des Glo1 Dimers als
Folge des akuten neuronalen Schadens dar.

Die Entstehung des Glo1 Dimers koénnte auf einer posttranslationalen Modifikation
beruhen [190,191,193]. Durch die Nitrosylierung in Kooperation mit GSH und
nachfolgender Phosphorylierung ist die Glo1 nicht langer an der Entgiftung von MG
beteiligt. Jedoch steht diese Modifikation in Zusammenhang mit der beobachteten
Reduktion der NF-kB Reportergenaktivitdt und einem gesteigertem Zelliberleben
[190,191,193]. Glo1 kann auferdem durch GSSG modifiziert und in der Aktivitat
gemindert werden [192]. Obwohl dabei keine Glo1 Dimerisierung beschrieben wurde,
ist die Dissoziation bzw. Assoziation mehrere Monomere durch GSSG bekannt und
konnte ebenfalls fir die DJ-1 Familie, eine neu entdeckte GSH unabhangige
Glyoxalase, aufgezeigt werden [264-268]. Dennoch fehlen bislang Daten, welche
diese Auswirkung von GSSG auf die Struktur der Glo1 beschreiben. Allerdings hatten
mdgliche Disulfidbricken, Nitrosylierungen oder GSSG Modifikation durch die hier
vorgenommene Zugabe von SDS und Mercaptoethanol gelést werden missen [269].
Jedoch kénnte die NMDA- Ca®" abhingige Aktivierung der Transglutaminasen (TG)
und deren Protein vernetzenden Eigenschaften fur die Dimerisierung verantwortlich
sein und die hier vorgelegten Befunde erklaren [270-272].

Unterstitzt wird dies durch die Identifikation von Glo1 als Ziel der TG2 mit konsekutiver
Aktivitatssteigerung [273]. Die gesteigerte Glo1 Dimersierung fand sich ebenfalls nach
Fruktosediat [274]. Dabei war das Monomer nicht verandert und auch die Aktivitat der
Glo1 unbeeintrachtigt, was von den Autoren auf die mangelnde Bereitstellung von
GSH zuruckgefihrt wurde. Bei gleichzeitiger Behandlung mit Pyridoxamin blieb die
Translokation der Glo1 sowie der Anstieg des Glo1 Dimers aus und es zeigte sich eine
Erhéhung der Glo1 Aktivitat. Hier sei angemerkt, dass Pyridoxamin ebenfalls die MG
Veranderungen nach kardialer Ischdmie milderte und damit eine mdgliche Assoziation
zwischen Pyridoxamin und dem Glo System besteht [275].

Um die Art der hervorgerufenen Dimerbindung abschlielend zu klaren, sind jedoch

massenspektrometrische Messungen notwendig.

5.2.2 Die exzitotoxische Schadigung fiihrt zu einer zeitabhdngigen
Verdnderung der Glo1 Immunreaktivitat im GD

In beiden Gruppen fand sich zu allen untersuchten Zeitpunkten eine positive Glo1
Immunreaktivitat in Astrozyten und Mikroglia ohne zeitliche und schadigungsabhangige
Dynamik. In der mit NMDA geschadigten Gruppe konnte jedoch 12 h nach
exzitotoxischem Insult eine positive Glo1 Immunreaktivitat an der neuronalen

Zellmembran beobachtet werden. Des Weiteren fand sich in einigen wenigen Zellen

53



ein Anstieg der Glo1 Immunreaktivitat zwischen 1 und 24 h, welcher nach 72 h nicht
mehr nachweisbar war. Dieser kleine Teil der Glo1-immunreaktiven Zellen besaf}
fragmentierte Zellkerne. Trotz Mehrfachfarbungen mit neuronalen, glidsen und mit
Markern spezifisch fir Immunzellen konnte die genaue Natur dieser Zellen nicht
bestimmt werden.

Es konnte aufgezeigt werden, dass diese Zellen nicht GFAP, Iba1 und NeuN positiv
sind. Einzig sei die Aussage Uuber eine modgliche Degeneration aufgrund der
Kernfragmentierung und der zunehmenden Kondensation erlaubt. Es liegt jedoch die
Vermutung nahe, dass es sich hierbei um Neurone handeln kénnte. Speziell bei der
zeitlich vorangegangenen Markierung der Glo1 in der neuronalen Zellmembran und die
Degradation des NeuN wahrend der Schadigung koénnten diese Zellen Neurone
darstellen [276,277]. Auch GFAP negative Astrozyten oder Oligodendrozyten kdmen in
Betracht [84].

Aus der Untersuchung humaner Gehirne ist bekannt, dass Neurone des Kortex sowie
gefallinahe Astrozyten eine Glo1 Immunreaktivitat aufweisen [278]. Dabei wurde eine
mikroglidre Glo1 Immunreaktivitdt ausgeschlossen. Die Glo1 Immunreaktivitat konnte
in HT22 Zellen nach Tat-Glo Transduktion und in der Untersuchung von Neuronen und
Astrozyten des Kortex aufgezeigt werden [83,218]. Eine Analyse der Immunreaktion in
Abhangigkeit der eingesetzten Stressfaktoren wurde nicht durchgefuhrt.

Die Phanomene, wie die Translokation der Glo1 zur neuronalen Zellmembran, als
maogliches Schadigungssignal, kdénnten unbemerkt geblieben sein. Obwohl diese
Translokation schadigungsabhangig ist, kann keine Wertung einer protektiven oder
destruktiven Natur erfolgen. Bisher wurde eine solche Translokation nur nach
Fruktosediat im Hippokampus beobachtet, worin eine neuronale Glo1 Translokation
von den Fortsatzen zum Soma hin beobachtet wurde [274].

In dieser Arbeit wurde, basierend auf rein mophologischen Charakteristika, eine
ausschlieldliche neuronale Immunreaktivitdt beschrieben. Eine astrozytare Glo1
Immunreaktivitdt wurde aufgrund der fehlenden Kolokalisierung mit GFAP nicht
gefunden.

Eine mogliche Ursache fir die verstarkte Glo1 Immunreaktivitat kénnte die gesteigerte
Glykolyse im Zuge der Exzitotoxizitat darstellen um ATP zur Balancierung des
lonengleichgewichts zu generieren sowie den Zelluntergang zu verhindern
[65,118,134]. Gleichzeitig muss betont werden, dass die exzitotoxisch bedingte
Steigerung der Glykolyse als praapoptotisch gilt und somit einen nahenden Untergang
kennzeichnen koénnte [133]. Unklar bleibt, ob der Glo1 Anstieg einen
Uberlebensmechanismus oder den drohenden Untergang markiert. Dennoch ist

fraglich, warum es nicht bereits vorher zu einer Steigerung der Glo1 kommt, um die
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Toxizitat zu verhindern. Dabei kénnte die Rolle von MG als partieller GABAA Agonist
eine Rolle spielen [209]. Hypothetisch koénnte der initiale Anstieg der Glykolyse ohne
Steigerung der Glo1 zu einem MG Anstieg fiihren, welcher anschlieRend Gber GABAA
Rezeptoren eine Hyperpolarisierung verursacht, um so das Ausmall des
exzitotoxischen Schadens abzumildern [211,279]. Dem steht gegenliber, dass MG
auch zu einer Steigerung der Glutamatfreisetzung fihrt und damit das Fortbestehen
der Exzitotoxizitat unterhalt [217].

Obwohl sich keine Veranderungen der Glo1 Immunreaktivitdt in Mikroglia und
Astrozyten fanden, erlaubt dies noch keine abschlieRende Aussage zur Veranderung
der Glo1 Aktivitdt und der Veréanderung des Glo1 Proteingehalts. Hierfur missen
Experimente an Einzelzellen durchgeflihrt werden. Zudem bestarken Untersuchungen
in &hnlichen organotypischen Modellen, mit dem Nachweis einer hohen Anfalligkeit des
Hippokampus gegeniiber MG, die Notwendigkeit einer Modulation des Glo System im
Zuge der Schadigung [280].

5.3 Zeitliche und zelluldre Variationen der Glo1 Immunreaktivitdt nach
pMCAO

Zu allen untersuchten Zeitpunkten konnte sowohl auf der geschadigten als auch auf
der nicht geschadigten Hemisphare eine Glo1 Immunreaktivitdt im Endothel der
GefélRe nachgewiesen werden. Zusatzlich schien die Glo1 Immunreaktivitat auf der
geschadigten Seite im Endothel nach 75 min. verstarkt. An den nachfolgenden
Zeitpunkten (1-10d) wurde die starkste Glo1 Immunreaktivitdt in Neuronen des
geschadigten Gebiets beobachtet. Am spatesten untersuchten Zeitpunkt (60 d) fand
sich die starkste Glo1 Immunreaktivitat in den Astrozyten, welche sich in der Nahe des
ehemaligen Schadensgebiets befanden.

MG flhrt zu einer Zerstérung der Gefalibarriere im Endothel [221,281]. Ebenfalls stieg
nach Schlaganfall der Gehalt von MG- modifizierten Proteinen innerhalb des
Gefallbettes der Infarktzone, allerdings ohne Nachweis dieser Proteine in Neuronen
oder Gliazellen [216]. In Modellen der renalen Ischamie wurde zudem gezeigt, dass
eine Uberexpression der Glo1 den ischamischen Schaden mildert, wohingegen ein
Knockout diesen verstarkt [219]. Ahnliche Befunde lassen sich aus der Protektivitat der
Injektion von Tat-Glyoxalasen in der zerebralen Ischamie ableiten [218]. Jedoch wurde
hier keine Differenzierung des transfizierten Zelltyps vorgenommen, wodurch unklar ist,
welche Zellen die Protektivitat vermitteln. Bezlglich der neuronalen Vulnerabilitat und
der Bedeutung der Astrozyten gegeniber dem durch MG hervorgerufenen Stress sei
auf die Arbeit von Bélanger et al. verwiesen [83]. Entgegen der Befunde aus der

Exzitotoxizitat fand sich nach pMCAO eine deutliche neuronale Glo1 Immunreaktivitat
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im Soma, die nachfolgend in einer primaren astrozytaren Glo1 Immunreaktivitat
mindete. Das veranderte Muster der Glo1 Immunreaktivitat kbnnte dabei ein Resultat
einer veranderten Reaktion auf den jeweiligen zeitlichen Zustand der Schadigung
darstellen [10]. Wahrend die Exzitotoxizitat bereits am Anfang der Schadigung steht,
folgen weitere Prozesse die den Schaden verstarken und damit auch die Glo1
Reaktion beeinflussen koénnten. Es scheint mdglich, dass die veranderte Glo1
Immunreaktivitat in der pMCAO nicht allein als Reaktion auf die Exzitotoxizitat, sondern
auf nachgeschaltete Prozesse zurlckzufihren ist. Die astrozytare Glo1
Immunreaktivitdt zum spéatesten betrachteten Zeitpunkt innerhalb der astroglidren
Narbe, kénnte der protektiven Rolle der Narbe zum Schutz der umliegenden Neurone
zugeschrieben werden, welche sich auch gegeniiber einem MG induzierten Schaden
prasentierte [83,139,282].

5.4 Die Rolle der Glo1 bei der Stimulation von BV2 Zellen und die Wirkung
von EP

In der vorgelegten Arbeit wurde eine starke Glo1 Immunreaktion in BV2 Zellen
beobachtet. Diese unterlag keiner zeitlichen Dynamik und konnte auch nicht durch die
Stimulation mit LPS verédndert werden. Auch die Behandlung mit EP flhrte zu keinen
Veranderungen.

In humanen Hirnen erfolgte kein mikrogliarer Glo1 Nachweis [278]. Obwohl dies auf
den Speziesunterschied zurlckgefiihrt werden kdénnte, muss auch die postmortale
Liegezeit der humanen Gehirne als Fehlerquelle In Betracht gezogen werden.

Jedoch spricht die Bedeutung der Substrate und Intermediate der Glo1 flir eine Rolle
dieses Systems bei der Immunreaktion von Makrophagen und Mikroglia. Wahrend S-
D-Lactoylglutathion bzw. Veranderungen der Glo1 in Leukozyten zu veranderten
Sekretionsmustern von Histamin flhrten, steigerte MG die phagozytotische Aktivitat
[283,284]. Aullerdem induzierte MG weitere in die Immunsystemaktivierung involvierte
Proteine und Antigene, wie die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), den
Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktors und des cluster of differentiation (CD)4
und CD8 [164,285]. Dagegen flhrte MG in Blutproben zu einer verringerten
inflammatorischen Zytokinfreisetzung [197].

In Mikroglia der Retina fiihrte MG zu einer Induktion des CD74 Rezeptors, der die
Proliferation inflammatorischer Zellen und die Prostaglandinsynthese férdert [286,287].
Obwohl Makrophagen nicht mit Mikroglia gleichgesetzt werden kénnen, sind sie sich in
vielen Prozessen ahnlich [288,289]. Allerdings wurde die Rolle von Methylglyoxal und

Glo1 in Mikroglia bisher nicht weiter beleuchtet.
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Auch EP besitzt Eigenschaften. welche die inflammatorische Zytokinproduktion
beeinflussen und hemmt gleichzeitig Glo1 einhergehend mit einer reduzierten
Zytokinfreisetzung in Blutproben [197,198].

Hier hatte EP keinen Einfluss auf die Glo1 Immunreaktivitdt. Dennoch schien es die
BV2 Zellen wunter LPS Stimulation zu schitzen. Dabei koénnte EP die
Mikrogliagliaaktivierung hemmen, wie es im Schlaganfallmodell vermutet wurde [196].
In Monozyten reduzierte EP die Produktion viele inflammatorischer Proteine und
Zyokine, wie z.B. des Tumornekrosefaktors alpha (TNFa) und des inflammatorischen
Proteins der Markophagen [290]. Auch in Mikroglia verringerte die Behandlung mit EP,
im milimolaren Bereich, die Produktion inflammatorischer Zyotkine und erhohte das
Uberleben der Mikroglia nach Stimulation [239,291-294]. Auch Alarmine, wie das
inflammationsunterhaltende, nicht chromosomale, nuklare Protein high mobility group
box 1 (HMGB1) werden durch EP beeinflusst [295]. In verschiedenen Modellen der
akuten Verletzung des ZNS stieg HMGB1, wahrend EP diesen Anstieg verhindern
konnte [296-298]. Dabei kann HMGB1 von Neuronen, Astrozyten und Mikroglia
abgegeben werden und Astrozyten und weitere Mikroglia aktivieren [299-301] . Diese
Abgabe konnte EP abmildern und dadurch einer Uberaktivierung vorbeugen [298,302].
Neben den antiinflammatorischen Eigenschaften induziert EP die antioxidative Abwehr,
beispielweise Uber den nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), der die Glo1
Expression steigert [303,304]. Die Nrf2 Induktion beruht am ehesten auf einer GSH
Depletion mit konsekutiver Nrf2 Aktivierung [304-307].

Diese GSH Depletion bringt Mikroglia in einen oxidierten Zustand, der den
exzitotoxischen Schaden erhéht [307,308]. Dies scheint mit einer veranderten
Expression des Glutamat/Cystin Antiporters in Zusammenhang zu stehen, dessen
Expression durch Nrf2 gesteigert wird und den mikroglidaren Funktionszustand reguliert
[294,308]. Die Expressionserhéhung dieses Transporters fihrt zu einer erhdhten
Ausschleusung von Glutamat aus Mikroglia, wodurch der oxidative Stress der Mikroglia
den exzitotoxischen Schaden im ZNS unterhalten kann oder Glutamat als Substrat fir
Astrozyten bereitgestellt werden kénnte [307-310].

Die fehlenden Effekte von EP auf Glo1 konnen, neben dem tatsachlichen Fehlen,
mehrere Ursachen besitzen. Im Gegensatz zu bisherigen Studien wurden in unserer
Studie EP Konzentrationen im mikromolaren Bereich genutzt, wohingegen andere
Studien in der Zellkultur millimolare Dosen nutzten [291,304]. Auch die eingesetzte
LPS Konzentration ist mit 10 ng/ml verglichen mit der sonst benutzten Dosis von
100 ng/ml niedrig.

Die erwahnten Punkte sollten bei der Planung von Folgeexperimenten berlcksichtigt

werden. Aulerdem sollte der morphologische Aktivierungszustand, die
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Zytokinsekretion, die GSH Konzentration, der Proteingehalt und die Aktivitat der Glo1
sowie die Quantifikation des mikrogliaren Untergangs bestimmt werden. Auch die Rolle
der Mikroglia- Neuronen Interaktion bedarf weiterer Aufklarung, da in einem Parkinson
Modell EP nur in Anwesenheit von Mikroglia seine neuroprotektiven Effekte entfalten
konnte [311].

5.5 Die Glo1 Immunreaktivitit in der HT22 Zelllinie ist auf eine
Subpopulation beschrankt und zeigt keine Veranderungen unter EP-Behandlung
Zu allen untersuchten Zeitpunkten prasentierte nur eine amoéboide Subpopulation der
HT22 Zellen eine Glo1 Immunreaktivitat, welche sich weder Uber die Zeit noch durch
eine zusatzliche EP-Behandlung anderte. Der Grofteil der HT22 Zellen zeigte keine
spezifische Glo1 Immunreaktivitat. Bisher wurde die MG Toxizitat in mit TAT-
Glyoxalasen HT22 Zellen untersucht, jedoch ohne eine Bestimmung der zelleignen
Glo1 [218].

In der Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y steigerte der Glo1 Inhibitor pBrBzGSCp, den
MG Gehalt nach 12 h signifikant einhergehend mit einer erhéhten Caspase 3
Abspaltung und einem vorangegangenen Anstieg des intrazellularen Ca®* [203]. Das
Uberleben der Zellen wurde durch pBrBzGSCp, nicht signifikant beeintrachtigt. Eine
genaue Untersuchung der Glo1, immunhistochemisch oder hinsichtlich des
Proteingehalts und der Aktivitdt wurden nicht vorgenommen. Weitere Befunde aus
neuronalen Zelllinien bezuglich Veranderungen der Glo1 existieren nicht.

Dagegen wurde die MG Toxizitat in verschiedenen Zelllinien untersucht [200,204,217].
MG reduzierte das intrazellulare ATP, das mitochondriale Membranpotenzial und
verdoppelte die Glutamatfreisetzung [217]. Durch den Einsatz von NMDA
Rezeptorantagonisten (AP-7, MK-801 und MET) konnte der Anstieg der
Glutamatfreisetzung abgewendet werden [217]. Zudem fand sich eine von der
Zelldifferenzierung abhangige Anfalligkeit gegeniber MG [204]. Eine mdgliche
Erklarung koénnte der ebenfalls differenzierungsabhangige, unterschiedliche Bestand
von GSH und GSSG darstellen [204]. GSSG inhibiert durch eine posttranslationale
Modifikation Glo1, wodurch das Entgiftungssystem fir MG inhibiert ware und sich die
MG Toxizitdt entfalten kdnnte [192]. Diese Maoglichkeit fordert allerdings eine
Untersuchung des Glo1 Systems, welche in den bisherigen Studien nicht durchgefiihrt
wurde. Andererseits kdnnte die erhdhte Anfalligkeit der naiven Zellen mit der Rolle von
MG in der Zelldifferenzierung zusammenhangen und sollte damit nicht zwingend als
pathologisch betrachtet werden [208]. Die differenzierungsabhangige Anfalligkeit von
Zelllinien findet sich ebenfalls in HT22 gegeniber Glutamat [312]. Zusétzlich besalien

die verschiedenen Zelllinien eine geringere MG Vulnerabilitat verglichen mit primaren
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Neuronenkulturen [200,205,204,217]. Nur 20 % der primaren Neuronen uberlebten die
Behandlung mit 300 uM MG, welches als Standarddosis in den Zelllinienexperimenten
eingesetzt wurde [205]. Die Halfte der Neuronenkultur ging schon bei 150 yM MG
unter. Zusatzlich verstarkte eine langere Behandlung den toxischen Effekt von MG. Die
Auswirkungen der MG Behandlung mit der Induktion der ROS Produktion,
Inflammation und DNA Fragmentierung waren jedoch vergleichbar mit den Befunden
aus den Zelllinien [206,207]. In der Untersuchung der Glyoxalasen zeigte sich ein
entgegengesetzter Trend von Aktivitat und Expression [207]. Obwohl die Glo Boten-
RNS nicht signifikant durch MG Behandlung induziert wurden, wurde eine Tendenz
dahingehend beschrieben. Dagegen wurde die Aktivitat der Glo1 und Glo2 durch MG
signifikant herabgesetzt [207]. Die Glo1 Aktivitdtsreduktion kénnte auf der durch MG
bedingten GSH Depletion mit konsekutiver Inaktivierung der Glo1 durch GSSG
begrindet sein [192,207]. Die Inhibierung der Glo1 fuhrte allerdings zu keiner erhéhten
Anfalligkeit der Neurone gegenuber Glutamat, wobei die gewahlite
Glutamatkonzentration als zu gering gewertet werden kann [83,263]. Der Vergleich
zwischen primaren Neuronen und Astrozyten zeigte, dass Astrozyten eine deutlich
starkere Glo1 Immunreaktivitdt und Aktivitdt besitzen, woraufhin Astrozyten die
Entgiftung von MG zugeschrieben wurde [83].

Die Rolle von EP auf Glo1 wurde bisher nicht untersucht. In der vorgelegten Arbeit
konnte keine Veranderung der Glo1 Immunreaktivitdt durch die Behandlung mit EP
beobachtet werden. Jedoch reduzierte EP in Neuronenkulturen den neuronalen
Untergang nach NMDA Behandlung [313]. AulRerdem fiihrte die Behandlung mit EP bei
Neuronen nach Sauerstoff- und Glukoseentzug zu einer Phosphorylierung von Akt
(aktivierte Proteinkinase B), welche wiederum in der Lage ist das proapoptotische
Enzym Glykogen Synthase Kinase 3b zu inhibieren und dadurch einen Zelluntergang
zu vermeiden [314,315]. Dabei kdnnte die Stabilisierung der ATP Generation und des
TCA eine elementare Rolle spielen [316,317]. Ebenfalls zeigte EP die Eigenschaft Ca®*
und Zn®* zu binden und deren toxisches Potenzial zu mindern [318,319]. Demnach
muss die protektive Wirkung von EP auf Neuronen nicht zwingend durch eine

Veranderung der Glo1 Expression und Aktivitat begriindet sein.

5.6 Die EP-Behandlung verzogert die astrozytiare Narbenbildung

In der Untersuchung der CTR wurde der Grol¥teil des Schadens zwischen 12 und 48 h
nach mechanischer Schadigung geschlossen (p<0,05). Nach 48 h war der
hervorgerufene Schaden kaum noch auffindbar. In den EP behandelten Gruppen
wurde Uber die untersuchte Zeit keine signifikante Reduktion der Rissweite beobachtet

(p>0,05). Im Vergleich zur Kontrollgruppe war der Riss in der EP behandelten Gruppe
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nach 48 h nicht verschlossen. Die verbleibende Rissweite war fur die mit 8,4 und
84 uM EP signifikant gréf3er als die der CTR (p<0,05 fir 8,4 und 84uM EP, p>0,05 fir
0,84 uM EP).

Obwohl in der vorgelegten Arbeit keine Assoziation zwischen der EP Wirkung und
Glo1 untersucht wurde, ist aus vorangegangenen Arbeiten bekannt, dass vor allem die
astrozytare Glo1 Neurone vor der MG Toxizitat schutzt [83]. AuRerdem sind Astrozyten
in der Lage ihre Glo1 Aktivitdt besser anzupassen, wodurch der héhere Einsatz von
MG zur Provokation des Zelluntergangs in astrozytaren Zelllinien bedingt sein kdnnte
[83,199,320,321].

Andere Angriffspunkte waren, neben der astrozytareren Glo1, fir die durch EP
vermitellte verlangsamte Astrogliose denkbar. Die Aktvierung der Astrozyten hin zur
reaktiven Astrogliose kdnnte eine Ursache darstellen [322]. Ein in diese Aktvierung
involviertes Enzym wird durch die Myeloperoxidase (MPQO) reprasentiert, welches zur
Expressionssteigerung inflammatorischer Zyokine flhrt und Mikroglia und Neutrophile
aktiviert [323,324]. In einem Modell zur Untersuchung des Morbus Parkinson
reduzierte EP die Anzahl der GFAP'/MPO® Astrozyten einhergehend mit einer
verminderten Mikrogliaaktivierung [311]. Zudem steigerte MPO den oxidativen Stress.
EP konnte MPO sekundar betreffen und vornehmlich Uber die Aktivierung der
antioxidativen Abwehr, z.B. Uber Nrf2 entfalten [325-327]. Auch eine verminderte
Aktvierung der Astrozyten durch eine Stabilisierung des mitochondrialen Stoffwechsels
Uber eine gesteigerte Akt Aktivierung ware denkbar [316,326].

Allerdings war den Effekt von EP auf die MPO in anderen Modellen nicht
reproduzierbar, wodurch weitere Studien zur Klarung der Assoziation von EP und MPO
notwendig werden [328].

Hinsichtlich des Narbenschlusses sollten allerdings auch Veranderungen von
Proteinen diskutiert werden, welche die extrazellulare Matrix durch Vernetzung
stabilisieren, wie z.B. der TG2 [270,271,329-332]. Im ZNS fihrt TG zu einer
Vernetzung von Proteinen, welche zum Beispiel als Marker in neurodegnerativen
Erkrankungen genutzt werden [333]. In in vivo Modellen findet sich eine
Hochregulation der TG2 nach Verschluss der Arteria cerebri media [334]. Ein
Ausschalten der astrozytdren TG2 scheint, das neuronale Uberleben signifikant zu
erhdhen [335]. AulRerdem konnte in einem Modell der Multiplen Sklerose gezeigt
werden, dass TG die astrozytare Narbenbildung induziert [336]. Die Stimulation von
Astrozyten mit 1 ug/ml LPS beeintrachtigte nicht das astrozytare Uberleben, aber
induzierte die Expression der TG2 [337]. Diese Induktion konnte durch 10 mM EP

aufgehoben werden und ging mit einer verminderten NO Produktion einher [337].
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Die Mechanismen der verzogerten Astrogliose durch EP kdénnten auf einer
verminderten reaktiven Astrogliose und damit verbundenen verringerten

Veranderungen der extrazellularen Matrix beruhen.

5.7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte im Modell der exzitotoxisch geschadigten OHSC
gezeigt werden, dass es zu Veradnderungen des Glo1 Proteins und der
Immunreaktivitdt kommt. Die Beobachtung der Umverteilung zwischen Monomer und
Dimer konnte bisher nur nach Fruktosediat aufgezeigt werden. Um die Bindung des
Glo1 Dimers zu klaren, miissen massenspekirometrische Messungen angestrebt
werden. Die Bedeutung des Glo1 Dimers fur die jeweiligen Zellen bedarf weiterer
Untersuchungen. Es wird notwendig sein, jene Zellen zu identifizieren, welche diese
Umverteilung zeigen. Dabei wird die Bestimmung der Glo1 Aktivitat zur Aufklarung der
funktionelle Bedeutung des Glo1 Dimers helfen. In der vorliegenden Arbeit wurden
immunhistochemisch die Veranderungen der Glo1 nach exzitotoxischem Insult
aufgezeigt. Die dabei auffallige Translokation zur neuronalen Zellmembran und die
12 h spater auftauchenden, nicht doppel-markierbaren Zellen bedirfen weiterer
Abklarung. Speziell ware der Zeitraum zwischen 12 und 24 h von besonderem
Interesse, um herauszufinden, ob es sich bei diesen Zellen nicht um jene Neuronen
handelt, die zuvor die membrannahe Translokation zeigten. Da MG ein partieller
GABAA Agonist ist, ware ebenfalls zu klaren wie eine Behandlung mit MG den
exzitotoxischen Schaden veradndert und ob ein zeitlicher Unterschied zwischen
Protektivitat im Sinne einer GABAa Aktivierung oder eine Exazerbation des Schadens
durch weitere Glutamatfreisetzung vorliegt. Im Unterschied zu den im exzitotoxischen
Schaden beobachteten Veranderungen konnte in der pMCAO ein deutliches
neuronales Muster von einem bis zehn Tagen nach Insult beobachtet werden. Die
Veranderungen bzw. das stabile Monitoring des Schadens kdnnte dabei spater eine
diagnostische Relevanz erlangen. Es bleibt jedoch unklar, welches Ereignis innerhalb
der pMCAO das beobachtete Muster hervorruft und welche Rolle eine Modulation
spielt. Denn aus allen hier durchgefihrten Experimenten kann weder eine protektive
oder destruktive Rolle der Glo1 Immunreaktivitdtserhéhung abgeleitet werden.
Zusatzlich ist von Interesse, ob die beobachteten Verdanderungen einzig in der
ischamischen, akuten neuronalen Schadigung vorliegen, oder ob ahnliche
Veranderungen in einem Modell der traumatischen Hirnschadigung zu finden sind. Im
Hinblick auf die neuroprotektiven Eigenschaften von EP wirden Versuche unter
Nutzung des Modells der OHSC Aufschluss geben, inwiefern eine intrinsische ZNS

Reaktion fur die Neuroprotektivitat verantwortlich ist. Die Depletion der Mikroglia mit
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Bisphosphonaten wirde klaren, welche Rolle diese Zellen bei der EP vermittelten
Neuroprotektion spielen.

Hinsichtlich der neuronalen Glo1 zeigte nur eine Subpopulation der HT22 Zellen eine
Glo1 Immunreaktivitat. Eine systematische Analyse des Gehirns ware notwendig und
wirde die Frage beantworten, ob die neuronale Glo1 regionsspezifisch exprimiert wird
und ob sich daraus ein Einfluss auf die neuronale Schadigung ableiten Iasst.

In der vorliegenden Arbeit verlangsamte EP den astrozytaren Narbenschluss. Neben
der Veranderung der Transglutaminasen sollte auch die Einflussnahme von
inflammatorischen Mediatoren wie z.B. MPO und der Einfluss des oxidativen Stresses
auf die Astrozyten weiterflihrend untersucht werden. Zusatzlich kdnnte in einem
Stimulationsversuch mit LPS und ggf. Interferon-y oder Glutamat mit zusatzlicher EP-
Behandlung der Einfluss dieser Faktoren untersucht werden und zuséatzlich auch die

Rolle der Glo1 im Zuge der Aktvierung aufgedeckt werden.

6 Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall stellt eine der haufigsten akuten Schadigungen des
zentralen Nervensystems (ZNS) dar und z&hlt zu den haufigsten Todesursachen
weltweit. Neben dem primaren Schaden, verkérpert durch den Gefalverschluss,
férdern vor allem konsekutiv ausgeldste Prozesse die Ausdehnung des Schadens. Zu
diesen Prozessen gehdren unter anderen die Exzitotoxizitat, der oxidative Stress und
die Neuroinflammation. Dabei werden nicht nur mehrere Signalkaskaden aktiviert,
sondern auch Uberlebensmechanismen, welche diesen Prozessen entgegen wirken,
angeregt. Allerdings sind diese Abwehrmechanismen energieabhangig, weshalb der
notwendigen Energiebereitstellung eine besondere Rolle gebihrt. Zellen des ZNS
kénnen ihren Stoffwechsel entsprechend der Aktivierung und vorangegangener
Prozesse anpassen. Diese Anpassungen kénnen aber auch in einer Mehrproduktion
von toxischen Metaboliten minden. Einen dieser Metabolite reprasentiert das
neurotoxische, hoch reaktive Methylglyoxal (MG), welches hauptsachlich Uber die
Glykolyse generiert wird. MG entfaltet seine toxische Wirkung durch die Depletion von
ATP, GSH und die Verstarkung des oxidativen Stresses und der Inflammation. MG
wird durch das aus den Enzymen Glyoxalase (Glo) 1 und 2 bestehende ubiquitar
exprimierte Glo System entgiftet. Glo1 ist dabei das geschwindigkeitsbestimmende und
primar entgiftende Enzym. Veranderungen der Glo1 wurden mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie dem Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer oder strukturellen
Erkrankungen, wie der Epilepsie, assoziiert. Dagegen fehlen Daten zur Rolle der Glo1

und dessen neuroprotektiven Inhibitor EP nach akuter neuronaler Schadigung.
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Im Modell der OHSC konnte sowohl ein Glo1 Monomer (23 kDa) als auch ein Glo1
Dimer (46 kDa) unter reduzierenden Bedingungen nachgewiesen werden. Zu allen
betrachteten Zeitpunkten ist der semiquantitativ bestimmte Gehalt des Glo1 Monomers
in der Kontrollgruppe (CTR) signifikant héher als der des Glo1 Dimers. Nach 3- Aktin
und zeitlich korrespondierender CTR Normierung, fand sich eine signifikante Reduktion
des Glo1 Monomers 24 und 48 h nach Schadigung parallel zu einem Anstieg des Glo1
Dimers. Aus dieser Beobachtung wurde eine mogliche Umverteilung geschlussfolgert,
welche anschliefend durch die Ratio Dimer/Monomer untersucht wurde. Dabei fand
sich ein signifikanter Unterschied der Ratio zu den Zeitpunkten 24 und 48 h zwischen
der NMDA geschadigten Gruppe und der CTR. In der NMDA geschadigten Gruppe
zeigte sich zudem ein signifikanter Anstieg der Ratio von 1 h auf 24 h. Hinsichtlich der
Glo1 Immunreaktivitat waren in allen Gruppen Uber die Zeit die astrozytaren Fortsatze
Glo1 positiv. Nach der Schadigung kam es nach 12 h zu einer Translokation der
neuronalen Glo1 zur Zellmembran hin. Nach 24 und 48 h konnte eine Veranderung der
Glo1 Immunreaktivitat in Form des Auftauchens kleiner, runder Glo1 positiver Zellen
mit fragmentiertem Zellkern nachgewiesen werden. Doppelmarkierungen mit GFAP,
Iba1 und NeuN konnten nicht zur Bestimmung des vorliegenden Zelltyps fiihren. Nach
pMCAO fand sich zu allen betrachteten Zeitpunkten sowohl contra- als auch ipsilateral
ein positiver Glo1 Nachweis im Endothel der Gefalte. Contralateral kam es zu keinen
zeitlichen Veranderungen der Glo1 Immunreaktivitat. Ipsilateral konnte von einem bis
zu zehn Tagen nach Schadigung die starkste Glo1 Immunreaktion in Neuronen des
geschadigten Gebiets beobachtet werden. Nach 60 d verlor sich das neuronale Muster
und die Astrozyten der Astoglianarbe wiesen die starkste Glo1 Immunreaktivitat auf.
Die Mikrogliazelllinie BV2 prasentierte eine starke, zeitlich und
stimulationsunabhangige Glo1 Immunreaktivitat. Diese wurde auch durch eine EP-
Behandlung nicht beeinflusst. In der HT22 Zelllinie zeigte nur eine Subpopulation der
Zellen eine Glo1 Immunreaktivitat, welche sich zeitlich und unter EP-Behandlung nicht
anderte. Nach mechanischer Schadigung der Astrozyten, im scratch wound assay,
verlangsamte EP den Narbenschluss.

Die vorliegende Arbeit identifiziert Glo1 als modifiziertes Protein wahrend der akuten
neuronalen Schadigung und gibt Hinweise auf ein mégliches neues Behandlungsziel
oder einen neuen Schadigungs- und Verlaufsmarker. Jedoch missen deren zellulare
Bedeutung und die moéglichen Modifikationen naher beleuchtet werden.

Zusatzlich gilt zu klaren, welchen Einfluss MG innerhalb der Exzitotoxizitat besitzt.
Beziglich EP ergeben sich aus der Literatur starke Hinweise fiir eine primar gliare
Wirkung, welche in den vorlegten Ergebnissen nur beziglich der Astrozyten

nachgewiesen werden konnte. Dabei muss deren molekulares Wirkungsziel noch
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aufgedeckt werden. AuRerdem kdnnten Experimente zur Wirkung von EP innerhalb
der Exzitotoxizitat dazu beitragen, genaue Mechanismen zu identifizieren, die dessen
Neuroprotektion vermitteln. Ebenfalls sollten weitere Untersuchungen angestellt

werden, um die Assoziation von Glo1 und EP weiter zu beleuchten.
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Thesen

Nach exzitotoxischer Schadigung kommt es zu einer Umverteilung zwischen
Glyoxalase (Glo) 1 Monomer und Dimer, zu Gunsten des Glo1 Dimers.

In Folge der Exzitotoxizitdt kann eine Translokation der neuronalen Glo1 zur
Zellmembran hin beobachtet werden

Die exzitotoxische Schadigung fuhrt zu einer zeitlichen Erhéhung der Glo1
Immunreaktivitat.

Im Modell des ischamischen Schlaganfalls kommt es zu =zeitlichen
Veranderungen der Glo1 Immunreaktivitat

Nach ischamischen Schlaganfall zeigen verschiedene Zelltypen die starkste
Glo1 Immunreaktivitat: GefaRendothel (75 Minuten), Neurone (1-10 Tage) und
Astrozyten (60 Tage)

Die Glo1 Immunreaktivitat ist in der Mikrogliazelllinie BV2 vorhanden und wird
weder durch die Zeit noch durch die Stimulation mit Lipopolysacchariden
beeinflusst

Die BV2 Glo1 Immunreaktivitat ist nicht durch die Behandlung mit Ethylpyruvat
(EP) beeinflussbar.

Nur eine Subpopulation der HT22 Zellen besitzt eine Glo1 Immunreaktivitat,
welche durch die Zeit nicht beeinflusst wird

Die Glo1 Immunreaktivitdt wird durch die Behandlung mit EP in HT22 Zellen

nicht verandert

10. EP verlangsamt die astrogliare Narbenbildung
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