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1 Einleitung

1.1 Die Blut-Hirn Schranke

1.1.1 Aufbau und Struktur

Die Idee, dass das Gehirn eine Besonderheit in der Nahrstoffversorgung besitzt, hatte
Paul Ehrlich schon im 19. Jahrhundert, als er zufallig bei Versuchen tUber intravasale
Farbstoffverteilung eine Farbung aller Organe bis auf das Gehirn sah (Ehrlich, 1885).
Seine Schuler Lewandowski und Goldmann fuhrten weitere Experimente zur
Aufklarung der Strukturen durch und bestatigten das Vorhandensein einer Barriere

zwischen dem Blutkreislauf und dem Gehirn (Lewandowsky, 1900, Goldmann, 1913).

Die Barrieren zwischen dem zentralen Nervensystem und der Peripherie des Korpers
sind die Blut-Hirn Schranke, die Blut-Liquor Schranke an den choroidalen Plexus
sowie das Arachnoidea-Mater-Epithel, wobei die Zugehdrigkeit der Letzteren zu dem
Schrankensystem kontrovers diskutiert wird (Kandel, 2013, Abbott et al., 2010). Den
wichtigsten Teil der Barriere zwischen Hirn und dem restlichen Korper stellt die Blut-
Hirn Schranke dar (Abbott et al., 2006). Die Blut-Hirn Schranke aus den
Endothelzellen der Hirnkapillaren differenziert unter Einfluss der umgebenden
Perizyten sowie Astrozyten, den Neuronen und der Extrazellularmatrix. Auf Grund
dieser Komplexitat der beteiligten Strukturen wurde in den letzten Jahren der Begriff

der neurovaskularen Einheit (NVU) geschaffen (Hawkins & Davis, 2005).

Die Blut-Hirn Schranke wirkt als physikalische sowie metabolische Barriere und

nimmt so auch Einfluss auf etliche Transportvorgange.

Die Dichtigkeit der Barriere zeigt sich in einem hohen transendothelialen elektrischen
Widerstand (TEER) im Durchschnitte von 1500-1900 Ohm*cm? (Butt et al., 1990),
welcher Uber eine Gesamtoberfliche von 20 m? aufrechterhalten wird (Begley &
Brightman, 2003). Der Abstand der Kapillaren von 40pum ermdéglicht die ausreichende
Energieversorgung des Gehirns trotz des hohen Energieumsatzes (Duvernoy et al.,
1983).

Schon friih wurde erkannt, dass die Occludenskontakte (engl. Tight-Junctions, TJ),

welche die Endothelzellen verbinden, ein integraler Bestandteil der Blut-Hirn
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Schranke sind (Brightman & Reese, 1969, Muir & Peters, 1962). Occludenskontakte
bestehen aus einem transmembrandsen und einem intrazellularen Anteil, sowie aus
extrazellularen Schleifenstrukturen. Der transmembrandse Teil wird durch Occludine,
verschiedene Claudine (1-24) (Mitic et al., 2000, Van ltallie & Anderson, 2004) und
junktionalen Adhé&sionsmolekilen (JAM) gebildet. Am Aufbau des intrazellularen
Anteils sind im Besonderen Mitglieder der Familie der Membran-assoziierten-
Guanylat-Kinasen (MAGUK) und weitere akzessorische Proteine beteiligt. Diese
intrazellularen Anteile verbinden die Occludenskontakte mit dem Actin-Myosin-
Zytoskelett der Epithel- beziehungsweise Endothelzelle. Der strukturelle Aufbau der
Occludenskontakte unterscheidet sich wesentlich von dem vorhandenen Gewebe
und dessen Lokalisation, woraus eine unterschiedliche Dichtigkeit der Barriere
resultiert. So konnte an den Occludenskontakten der Blut-Hirn Schranke
unterschiedlicher Spezies bisher unter anderem das Marker-Protein Occludin, die
Claudine 1, 2, 3, 5, 11, 12, die Zonula-Occludens-Proteine ZO-1 und ZO-2, Tricellulin,
Cingulin, AF6, 7H6 sowie JAM-1 nachgewiesen werden (Wolburg & Lippoldt, 2002,
Wolburg et al., 2003, Nitta et al., 2003, Haseloff et al., 2014, Mariano et al., 2013,
Stevenson et al., 1986, Jesaitis & Goodenough, 1994, Haskins et al., 1998).
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Abbildung 1-1  Aufbau der Occludenskontakte der BHS-Endothelzelle (N.J. Abbott et al. / Neurobiology of
Disease 37 (2010) Seite 17)



Die Endothelzelle hat Uber die Produktion von Vasodilatatoren wie unter anderem
Stickstoffmonoxid und Prostazyklin oder auch Vasokonstriktoren wie Endothelin eine

Reihe von Mdglichkeiten, die GefalR3weite zu beeinflussen (Faraci & Heistad, 1998).

Aber auch das umgebende Gewebe, wie beispielsweise die Astrozyten, beeinflussen
die Dichtigkeit der Blut-Hirn Schranke wunter physiologischen wie auch
pathophysiologischen Bedingungen, wie Cabezas et al. beim Morbus Parkinson
zeigen konnte. (Cabezas et al., 2014). Dies geschieht unter anderem uber
transforming growth factor B (TGFB), glial derived neurotrophic-factor (GDNF) und
Angiopoetin 1 (Angl) (Lee et al., 2003, Igarashi et al., 1999). Weitere Zelltypen, wie
beispielsweise Perizyten, spielen bei der Regulierung der Permeabilitat der Blut-Hirn
Schranke ebenfalls eine entscheidende Rolle, was unter anderem am Knock-Out-
Modell von Mausen gezeigt werden konnte, bei dem es zu einer erhéhten
Permeabilitat der Blut-Hirn Schranke bei Fehlen von Perizyten kam (Armulik et al.,
2010).

Mittlerweile hat sich daher der Terminus der neurovaskularen Einheit etabliert:
Hierunter versteht man die funktionelle Einheit aus Neuronen, den Endothelzellen der
Hirnblutkapillaren und deren Basallamina, sowie perivaskulare Perizyten und
Gliagewebe. Der Ausdruck entwickelte sich aus der Erkenntnis, dass der kortikale
Blutfluss wesentlich von dem Nahrstoffangebot der Neuronen sowie der Gliazellen
abhangig ist, die Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke also durch Einflussnahme
der sie umgebenden Zellen modulierbar sind, sie aber auch die Funktion von
Astrozyten und Neuronen regulieren kénnen (ladecola, 2010, Woolsey et al., 1996,
Abbott et al., 2006).

In diesem Zusammenspiel der Mikroumgebung hat eine Reihe von Faktoren die
Funktion der Informationsibermittlung. So konnte in der Kommunikation von
Neuronen und Astrozyten eine wichtige Rolle der Zyklooxygenase mit ihrer
Produktion von Prostaglandinen sowie der Einfluss von Glutamat auf die intrazelluléare

Kalzium-Homoostase zugeschrieben werden (Zonta et al., 2003).

Daher gibt es inzwischen eine Vielzahl an Untersuchungen, welche die Interaktion
der verschiedenen Bausteine der neurovaskuléaren Einheit untereinander untersucht
haben (Woolsey et al., 1996, Wolburg et al., 2009).



Aber nicht nur die Interaktion der Zellen untereinander, sondern auch die
Auswirkungen mechanischer Einflisse, wie die Scherungsbelastung der
Endothelzellen durch den Blutfluss, haben bedeutende Auswirkungen auf
beispielsweise die intrazellularen Signalwege, die Proteinsynthese und auch den
Zellzyklus. So konnte in-vitro an einer humanen BHS-Endothelzelllinie (HBMEC)
gezeigt werden, dass es bei Versuchen, in welchen der Blutfluss nachgeahmt wurde,
zu einer Steigerung des aeroben Stoffwechsels, zu einer Zunahme von
Transportproteinen wie den Glukosetransportern GLUT1,2,3,5 und den ABC-
Transportern und zu einer erhdhten Aktivitdt von Cytochrom-Oxidasen kommt. Des
Weiteren wird die Proteinproduktion zu Gunsten von Strukturproteinen verschoben
und dadurch unter anderem weniger Enzyme, welche am Zellzyklus beteiligt sind,
hergestellt, was letztendlich in einer Hemmung des Zellzyklus mindet. (Cucullo et al.,
2011).

1.1.2 Funktion

Die Blut-Hirn Schranke dient bei héheren Wirbeltieren der Abschirmung des Gehirns
vor Konzentrationsschwankungen von Elektrolyten, Neurotransmittern und
Makromolekilen, wie sie im Blut regelhaft nach Nahrungszufuhr oder anderen
Einflussfaktoren vorzufinden sind. Da jedoch die Neurone des Gehirns sehr sensibel
auf jene Konzentrationsédnderungen reagieren, ist eine Trennung der Kompartimente

durch die Blut-Hirn Schranke unabdingbar.

Der wichtigste Baustein dieser Barriere sind, wie unter dem Punkt ,Aufbau und
Struktur” beschrieben, die Occludenskontakte, welche den parazellularen Transport
unterbinden. Dadurch ist nur noch ein Transport transzellular moglich, welcher bis auf
die Diffusion von Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid und kleinen fettldslichen Stoffen
spezielle Transporter bendétigt (Begley & Brightman, 2003).

Diese spezifischen Transporter an den Endothelzellen stellen eine adaquate
Nahrstoffversorgung des Gehirns sicher. So findet man eine Reihe an SLC (solute
carrier) -Transportern, wie den insulinunabhangigen Glukosetransporter GLUT1 an
der luminalen sowie der basolateralen Membran der Endothelzellen der Blut-Hirn
Schranke (Pardridge et al., 1990). Es gibt noch weitere Glukosetransporter, wie den
sekundar-aktiven SGLT-ahnlichen Transporter an der luminalen Seite (Nishizaki et

al., 1995). Aber auch fur Aminosauren gibt es, nach Ladung selektierende, spezielle
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Transporter, wie beispielsweise fir grof3e neutrale (LAT) oder positiv geladene
Aminosauren (CAT) (Abbott et al., 2010).

Auf Grund der Dichtigkeit der Blut-Hirn Schranke bedarf es aber auch an geeigneten
Transportern, um toxische Substanzen und auch Zellabbauprodukte aus dem Hirn
ausschleusen zu kénnen oder ihren Eintritt zu verhindern. So sollen hier als Beispiele
das P-Glykoprotein (P-GP; ABC-Transporter ABCB1) und BCRP (Breast Cancer
Resistance Protein; ABCGZ2) als Efflux-Transporter erwéhnt sein (Virgintino et al.,
2002, Loscher & Potschka, 2005).

1.2 Krankheiten mit Beteiligung der Blut-Hirn Schranke

1.2.1 Ubersicht ausgewahlter Krankheiten mit Alteration der BHS

Krankheit Pathophysiologie
Schlaganfall Ischamie
Ischamie

Schadel-Hirn Trauma
physikalische Krafte

Multiple Sklerose chronisch inflammatorisch, demyelinisierend

inflammatorisch
Epilepsie
strukturell

Morbus Alzheimer neurodegenerativ, Ablagerungen von AR-Amyloid

Tabelle 1.1 Ubersicht tiber ausgewdhlte Krankheiten mit Alteration der Blut-Hirn Schranke; (Daneman & Prat,
2015), (Weiss et al., 2009), (Zenaro et al., 2017)

1.2.2 Schlaganfall
Unter dem Sammelbegriff Schlaganfall versteht man die Minderperfusion von

Hirngewebe entweder durch einen GeféaRRverschluss oder eine Gefal3ruptur im
Bereich des Gehirns (Gehlen & Delank, 2010).

Der Schlaganfall ist mit einer Inzidenz von 182/100.000 Einwohner in Deutschland
eine haufige Erkrankung, welche auch nachhaltig die Lebensqualitdt des Patienten
beeinflusst (DEGAM, 2012). Der haufigste Pathomechanismus ist eine Okklusion
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einer oder mehrerer Hirnarterien durch Thrombose oder Embolie. Dies flhrt zu einem
zytotoxischen und folgenden vasogenen Odem und im weiteren Verlauf dann zum
Aufbrechen der BHS. Die Minderperfusion des Hirngewebes sorgt flr einen
Versorgungsstopp mit Nahrstoffen wie zunéchst Sauerstoff und im Verlauf Glucose.
Daraus resultiert ein ATP (Adenosintriphosphat)-Mangel. In Folge der Umstellung auf
anaeroben Stoffwechsel kommt es zu einer Zunahme von Stoffwechselprodukten wie
Laktat, einem Abfall des pH-Wertes und schlussendlich zu einem Funktionsverlust
von beispielsweise aktiven Transportern. Somit kann unter anderem der
Konzentrationsgradient der Elektrolyte nicht mehr aufrechterhalten werden, die
Membran der Neurone depolarisiert, es werden spannungsabhangige Kalzium-
Kanale geotffnet und dadurch exzitatorische Transmitter ausgeschiittet, welche im
synaptischen Spalt verbleiben, da die aktive Wiederaufnahme durch den
Energiemangel gestort ist. Das so freigesetzte Glutamat stimuliert unter anderem
NMDA-Rezeptoren, was in einem weiteren Anstieg von Kalzium mundet. Weiter
kommt es zum Einstrom von Na* und Cl—lonen in die Zelle, welchen passiv Wasser

folgt und das zytotoxische Hirnddem resultiert (Dirnagl et al., 1999).

Wahrend das zytotoxische Hirnédem innerhalb von Minuten bis Stunden nach dem
Ereignis auftritt, entsteht das im Folgenden erlauterte vasogene Hirnddem erst im
Laufe von Stunden bis Tagen. Die Entstehung des vasogenen Hirnédems ist noch
nicht einheitlich geklart, jedoch endet dieses immer in einer gestorten Blut-Hirn

Schranke.

Heo et al. zeigen in ihrer Ubersichtsarbeit die multifaktorielle Genese eines
vasogenen Hirnddems auf: So sind Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen (MMPS),
Signalmolekile wie der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF),
Stoffwechselprodukte wie Stickstoffmonoxid (NO) und weitere Mediatoren beteiligt
(Heo et al., 2005).

Nag et al. sehen die Rolle von Caveolae, also von Transportvesikeln, als einen
entscheidenden Mechanismus an. Diese Caveolae transportieren Proteine mit
Flussigkeit aus dem Blut ins Hirngewebe. Das an der Struktur der Caveolae beteiligte
Caveolinl wird bei Zellstress und Scherungsbelastung verstarkt phosphoryliert,
weshalb eine hohere Anzahl an transportierenden Vesikeln zur Verfiigung steht und

dadurch mehr Plasma-Proteine die Blut-Hirn Schranke passieren konnen (Nag et al.,
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2009). Dies fuhrt zu einem osmotischen Gradienten und somit zur extrazellularen

Odementwicklung.

Eine Beziehung zwischen zytotoxischem und vasogenen Hirnddem kodnnte der
intrazellulare Kalzium-Anstieg sein, welcher auch die NO-Synthase stimuliert. Das
daraus resultierende NO wirkt wegen seiner vasodilatatorischen und
thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung einerseits protektiv, auf der anderen
Seite reagiert es mit reaktiven Sauerstoffspezies zu Peroxynitrit, welches DNA-
schadigend wirkt und allein dartber, aber auch Uber einen erhdhten

Energieverbrauch und weiteren Mechanismen, zum Zelltod fiihrt (ladecola, 1997).

Erganzend sei erwahnt, dass Simard et al. zeitlich zwischen dem zytotoxischen und
dem vasogenen Odem ein ionisches Odem beschreiben. Das ionische Odem
entsteht bei einer vollstandig erhaltenen Blut-Hirn Schranke. Es sind vielmehr
osmotische Gradienten, entstanden wahrend des zytotoxischen Odems aus dem
Strom von Na* nach intrazellular, welche Na* nun tber die BHS diffundieren lassen
und diesem dann CI-und Wasser folgen. Erst dann folgt ein Integritatsverlust der BHS
durch Destabilisierung der Occludenskontakte, woraufhin Albumin und weitere
Proteine des Blutes ins Hirngewebe diffundieren (Simard et al., 2007).

Durch diese Odem-Entwicklung und der eingeschrankten Blut-Hirn Schranken-
Funktion wird die Nahrstoffversorgung weiter kompromittiert und es kann zur
hamorrhagischen Infarzierung des Areals kommen. Ist das Odem stark ausgepragt,
kann dies zu einer deutlichen intrakraniellen Druckzunahme fiihren, was letztendlich
in der Hernierung von Hirngewebe beispielsweise im Foramen magnum fuhrt und
letal endet, sofern nicht frihzeitig einer Kraniektomie vorgenommen wird.
(Rosenberg, 1999, Schoknecht et al., 2014).
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Abbildung 1-2 Die verschiedenen Arten des Hirndédems, tlbernommen aus (Michinaga & Koyama, 2015);
Punkte: Na*, Ellipsen: Albumin, Hirnblutkapillare im Querschnitt.

1.2.3 Schéadel-Hirn Trauma

Das Schadel-Hirn Trauma (SHT) ist mit einer Inzidenz von 332/100.000 Einwohnern
in Deutschland fast doppelt so haufig wie der Schlaganfall (Rickels et al., 2010). Als
Ursache kommen vor allem Verkehrsunfalle, sowie Sturzereignisse in der Freizeit wie
auch im héauslichen Umfeld zu tragen (Buhring, 2006). Das SHT wird an Hand der
Glasgow-Coma-Scale in drei Schweregrade eingeteilt (Ziegenfuss, 2017).

Durch die Scherkréafte, welche wahrend das Traumas wirken, kommt es zu
makroskopischen wie auch mikroskopischen Einrissen der Blut-Hirn Kapillaren und
damit zur Schéadigung der Blut-Hirn Schranke. Die Einrisse filhren zu einer
Aktivierung des Gerinnungssystems, wodurch es durch Thrombenbildung zum

Gefallverschluss kommen kann. Dies fuhrt zu Ischamien in den zu versorgenden
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Hirngebieten (Schwarzmaier et al., 2010). Die physikalische Kraft des Traumas
schadigt aber auch Neurone, was unter anderem in der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) miundet. Diese ROS flihren zu einer inflammatorischen
Reaktion des Dbetroffenen Gewebes. Hierdurch kann es ebenfalls zur
GefalZkonstriktion und zur Mangelversorgung des nachfolgenden Gewebes kommen.
Durch die Einrisse an den GefalRen kann es aber auch zur Hirnblutung kommen
(Logsdon et al.,, 2015). Im Verlauf verlagert sich die Ursache der weiteren
Hirnschadigung von den zunachst einwirkenden physikalischen Kréaften zu einer
neuroinflammatorischen Reaktion und Exzitotoxizitat, welche vor allem durch die

ROS und das parazellulare Leck getriggert wird (Alves, 2014).

Die Folgen der Ischamie, der Hirndédembildung und des erhéhten Hirndrucks wurden

im Kapitel 1.2.1 ,Schlaganfall“ ausfuhrlich erlautert.

1.3 NMDA-Rezeptor

1.3.1 Vorkommen

N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) ist eine synthetische, nicht endogene Verbindung,
welche zur Entdeckung des NMDA-Rezeptors gefuhrt hat. Im menschlichen
Organismus ist es Glutamat, welches eine Aktivierung des Rezeptors bewirkt. So
gehort der NMDA-Rezeptor neben dem a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionsdure (AMPA-) und dem Kainat-Rezeptor zu der Familie der

ionotropen Glutamatrezeptoren.

Der NMDA-Rezeptor wurde zunéchst in Neuronen des Zentralnervensystems (ZNS)
beschrieben. Mittlerweile gibt es im ZNS eine Unterscheidung der NMDA-Rezeptoren
der Neurone in synaptische und extrasysnaptische. Weitere Untersuchungen konnten
den NMDA-Rezeptor an Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke, an Astrozyten, an
neuroepithelialen Zellen sowie in peripheren Geweben, wie Osteoklasten und
Osteoblasten, nachweisen (Singh & Kaur, 2009, Krizbai et al., 1998, Tovar &
Westbrook, 1999, Sharp et al., 2003, Patton et al., 1998).



1.3.2 Aufbau und Funktion

Der NMDA-Rezeptor ist ein transmembrandser, aus vier Untereinheiten bestehender
Rezeptor. Die Untereinheiten werden als NR1-3 bezeichnet, wobei zwei NR1-
Untereinheiten ubiquitér vorhanden sind. Von der Untereinheit NR1 gibt es durch
alternatives Spleil3en acht Isoformen, NR2 besitzt vier Varianten, welche als A-D
bezeichnet werden, von der Untereinheit NR3 gibt es zwei Varianten A und B. Je
nach Assemblierung der Untereinheiten kann der NMDA-Rezeptor als heterodimer

oder als heterotrimer auftreten (Monyer et al., 1992, Paoletti et al., 2013).

Im Ruhezustand wird der Rezeptor durch ein Mg?*-lon in der Pore geblockt. Fir die
Aktivierung des Rezeptors missen zum einen beide Bindungsstellen, eine fur
Glutamat und die zweite fur D-Serin oder Glycin, besetzt sein, zum anderen muss es
zu einer Depolarisation an der Zellmembran kommen. Dies fuhrt zu einer Dislokation
des Mg2?*-lons und somit zur Offnung des Rezeptorkanals fiir Ca%*-, Na*-lonen und
K*-lonen (Kemp & McKernan, 2002, Cull-Candy et al., 2001).

Dieser Influx von Ca?* beeinflusst eine Reihe von Signalkaskaden, wie beispielsweise
Calmodulin (Leonard et al., 1999) oder die Ras/Raf-Kaskade mit den MAP-Kinasen
wie beispielsweise ERK1/2 (Rosen et al., 1994, Thomas & Huganir, 2004).

Caf* Glutamat-
Na Bindungsstelle

NMDA
l D-APV

Glycin- \

Bindungsstelle

L 701,324
D-Serin

Mg?*
Ketamin
PCP

Memantin

Abbildung 1-3 Aufbau des NMDA-Rezeptors mit Bindungsstellen und Modulatoren
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1.3.3 NMDA-Rezeptor in Endothelzellen

Das Bild vom Vorkommen des NMDA-Rezeptors hat sich in den letzten Jahrzehnten
deutlich gewandelt. So haben schon einige Untersuchungen an verschiedenen
Zelllinien unterschiedlicher Spezies wie Rindern (Kuhlmann et al., 2008), Mausen
(Legros et al., 2009) und auch beim Menschen (Reijerkerk et al., 2010) zeigen
konnen, dass der NMDA-Rezeptor in Endothelzellen des Gehirns exprimiert und
reguliert wird. Aber auch im Endothel der Arteria carotis und der Aorta bei
Hyperhomocysteindmie (Chen et al., 2005) oder an glatten Muskelzellen von
Pulmonalarterien im Rahmen von Thrombose und Lungenversagen (Nassar et al.,

2011) konnte eine Regulierung des NMDA-Rezeptors beobachtet werden.
1.3.4 NMDA-Rezeptor an der Blut-Hirn Schranke

1.3.4.1 Intrazellulare Mechanismen

Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors mit NMDA oder Glutamat erhoht die
intrazellulare Ca?*-Konzentration. Dieser Anstieg flihrt tber die NAD(P)H-Oxidase zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese ROS-Bildung miindet in einer
verminderten Schrankenfunktion, welche anhand einer Erniedrigung des
transendothelialen elektrischen Widerstands (TEER) sowie an der verstarkten
Adhésion von Leukozyten gesehen werden kann (Kuhlmann et al., 2008, Sharp et al.,
2003, Kuhlmann et al., 2009). Des Weiteren konnten Kuhlmann et al. auch eine
Zunahme der Phosphorylierung von Myosin-Leicht-Ketten (MLC) beobachten, was

eine Kontraktion des Actin-Myosin-Zytoskeletts und somit des Zellkdrpers bewirkt.

Eine weitere Folge des intrazellularen Kalziumanstiegs ist die Aktivierung der
Zyklooxygenase 2 (COX2), welche wiederum Prostaglandine freisetzt und
letztendlich die Aktivitat des ABC-Transporters ABCB1 (P-Glykoprotein) erhoht
(Bauer et al., 2008).
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+ Glutamat + Glutamat, NMDA

MK801 ~$
ca, 1 COX-2

MK801 —«‘ ; — Celecoxib

NADPH-Oxidase I Prostaglandine

MK801 —-‘ ‘

ROS t EP-Rezeptor
l — EP-Blocker

pMmLC T

MK801 _.l PgP-Funktion t
TEER ||

= Barriereschaden

Abbildung 1-4 Der NMDA-Rezeptor an BHS-Endothelzellen und intrazellulare Mechanismen, nach: Neuhaus et
al. (2012b); MK801 = NMDA-R-Antagonist, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, pMLC = phosphorylierte Myosin-
Leichtketten, COX-2= Zyklooxygenase 2, EP receptor = Prostaglandin Rezeptor, P-gP = P- Glykoprotein, EP-
Blocker= Prostaglandin E Rezeptor-Blocker

1.3.5 Modulatoren

Neben den Agonisten des NMDA-Rezeptors NMDA, Glutamat sowie den Ko-
Agonisten Glycin und D-Serin, welche unter dem Punkt ,Struktur und Aufbau®
angesprochen wurden, gibt es auch eine Reihe von NMDA-Rezeptor Antagonisten,
wobei hier das MK 801 (Dizocilpine) sowie das D-APV (D-2-Amino5-
phosphonopentansaure) als Blockersubstanzen, eingesetzt fir in-vitro-Modelle,
erwahnt sein sollen (Neuhaus et al.,, 2011). Klinisch wird der NMDA-Rezeptor
Antagonist Memantin in der Therapie des Morbus Alzheimer und Ketamin zur
Analgesie und Sedierung in der Anasthesie und Notfallmedizin angewandt (Lullmann
et al., 2010).

Wie bei Antagonisten Ublich, gibt es auch hier eine Einteilung in Substanzen mit
niederer Bindungsstarke und Substanzen mit hoher Bindungsstérke sowie, da der
NMDA-Rezeptor aus verschiedenen Untereinheiten besteht, in einer Selektivitat fur
diese, beispielsweise Traxoprodil (CP101606) fur die NR2B-Untereinheit (Kemp &
McKernan, 2002, Cull-Candy et al., 2001, Ogden & Traynelis, 2011, Laird et al., 1996,
Lipton, 2005, Kalia et al., 2008). Eine Ubersicht tiber die bekanntesten Substanzen
gibt die untenstehende Tabelle.
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_ Rezeptorzustand _ o klinische
NMDAR-Antagonist _ Bindungsstarke | Selektivitat
bei Blockade Anwendung
MK 801 offen hoch - -
L701,324 keine Angabe hoch Glycin-B -
D-APV keine Angabe hoch - -
Ifenprodil dauerhaft offen hoch NR2B -
Phenylcyclohexylpiperidin offen hoch - Drogenszene
_ o Analgesie,
Ketamin offen niedrig - )
Anéasthesie
M. Parkinson,
Amantadin offen niedrig - Influenza A,
Intensivmedizin
Memantin offen niedrig - M. Alzheimer

Tabelle 2 NMDA-Rezeptor-Modulatoren und ausgewahlte pharmakologische Eigenschaften
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1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Motilitdt und der beteiligten
Regulationsvorgange an Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke unter ischamischen
Bedingungen und damit verbunden, die Auswirkungen einer Behandlung mit NMDA-

Rezeptor-Modulatoren.

Zunachst stand die Etablierung eines Tests und dessen Bedingungen an, um die
Motilitdit von Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke (cerebEnd) untersuchen zu
kénnen. Im weiteren Verlauf erfolgte dann die Erweiterung des Modells um die
Umgebungsbedingungen wie Ischamie sowie die Verwendung von konditioniertem
Astrozyten-Medium, sodass ein Bestandteil der neurovaskularen Einheit ebenfalls

bericksichtigt werden konnte.

Die Behandlung der Auswirkungen der Ischamie ist nach wie vor Stand aktueller
wissenschaftlicher Diskussion. Auf Grund von Ergebnissen vorheriger
Untersuchungen wurde in dieser Arbeit die Auswirkungen der Modulation des NMDA-
Rezeptors an Hand der NMDAR-Antagonisten MK801 und L701,324 untersucht.
Desweiteren erfolgte die Untersuchung der Expression von Proteasen, Botenstoffen
und weiteren an der Motilitat beteiligten Faktoren und deren Regulation durch die

Behandlungsbedingungen und NMDA-Rezeptor-Modulation.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Adapter Kamera-

Mikroskop

Adaptor Tube for Canon
G7/G9 52mm

Carl Zeiss, Jena

Adapter Kamera-

Universal Digital Camera

Carl Zeiss, Jena

Mikroskop Adapter d30
M37/52x0.75
Brutschrank Steri-Cult 200 Incubator Thermo Scientific,

Wilmington, USA

Brutschrank Hypoxie

HERACe ll 150i CO2

Thermo Scientific,
Wilmington, USA

Digitale Fotokamera

Powershot G7

Canon, Ota, Japan

Elektrophorese-Kammer

Mini PROTEAN TetraCell

BIO RAD, Miinchen

Elisa Reader GeniosPro Tecan

Feinwaage 1 440-47 N Kern&Sohn GmbH,
Balingen

Feinwaage 2 R180D Sartorius GmbH,
Gottingen

Heizblock Dri-Block DB 2A Techne AG, Jahnsdorf

Lichtmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena

Magnetrihrer M21 GLW

Mehrkanal-Pipette 300 pl Eppendorf, Hamburg
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Mikropipette

10, 100, 200, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikrozentrifuge

Microspin FV2400

Lab4you, Berling

Netzgerat

Consort E835

Sigma

Niederspannungsnetzeil

Power Pack 25

Biometra, Gottingen

Pipett-Boy accujet Brand, Wertheim
Plattformschuttler Duomax1030 Heidolph, Schwabach
Plattformschuttler Labor 1 | L46 GLW

RT-PCR-Geréat

7300 Real Time PCR
System

Applied Biosystems,
Darmstadt

Schittelwasserbad

Typ 1083

GFL, Burgwedel

Spannungswandler fur

Elektrophorese

Peqgpower 300

PeqgLab, Erlangen

Spektrophotometer

Nanodrop 2000

PegLab, Erlangen

Sterilbank

Hera Safe

Thermo Scientific,
Wilmington, USA

Tank-Blotter

PerfectBlue Tank-
Elektroblotter WebS

BioRad

Thermocycler

2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems,
Darmstadt

Ultraschall-Homogenisator

Sonopuls HD 3080

Bandelin, Berlin

Vortexer

L46

GLW

WB-Bildwandler

FluorChem FC2

Alpha Innotech,
SanLeandro, CA, USA

Zentrifuge

Centrifuge 5418 R

Eppendorf, Hamburg
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Zentrifuge fur PCR-Platten | Perfect Spin P

PeqgLab, Erlangen

Zentrifuge fur RNA-

Extraktion

Centrifuge 5415C

Zentrifuge fur Zellkultur Megafuge 16R

Thermo Scientific,
Wilmington, USA

2.1.2 Medien

DMEM ohne Phenolrot, ohne Pyruvat

D1145 Sigma

ohne Glucose

DMEM ohne Phenolrot, ohne Pyruvat,

A14430 Life Technologies

DMEM, high glucose

D5796 Sigma

DMEM, no glucose

11966-025 Gibco

2.1.3 Chemikalien

520 MMP FRET Substrate XIV

AS-60581-01, anaspec

Acrylamid (Rotiophorese) 3029.2 Roth
Albumin A7906 Sigma
APS (Ammonium-Persulfate) Sigma

Aqua dest. 0123 BBraun
BSA A7906 Sigma
Coomassie 27816 Fluka
p-Coumarinsaure (90mM) C-9008, Sigma
DMSO D4540, Sigma
FCS PAA, Cdlbe

217 -

Eppendorf, Hamburg




Hormonbereinigtes FCS

Aktivkohle filtriertes FCS, Vorgehen in
Dissertation Blecharz Kap 3.4.4
beschrieben (Blecharz, 2009)

Gelatine

22151 Serva

Glucose

1.08342.1000 Merck

Glutaraldehyd

G 5882, Sigma

Glycin

A1377,1000 Applichem

H20 nuclease-frei

AM9937 Ambion

H202 216763, Sigma

H202 (30%) 31642, Sigma

HCI K025.1 Roth

Hepes (1M) L1613 Biochem
L701,324 0907, Tocris Bioscience

Luminol 97%

123072, Biochrom

3-Mercaptoethanol M6250 Sigma
Methanol 32213 Sigma
Milchpulver A0830,1000 AppliChem
MK801 M107, Sigma

NaOH UN1824 Merck

PBS D8537 Sigma

Penicillin/Streptomycin

A2212 Biochrom

PhosStop

04906837001 Roche
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Protease-Inhibitor-Cocktail

cOmplete ULTRA Tablets, Mini,
EASYpack, 05 892 970 001, Roche

SDS

A1112,0500 AppliChem

ServaBlue G Powder

35050, Serva

TEMED (Starter) T9281 Sigma
Tris 5429.3 Roth
Trypanblau 0,4% T8154 Sigma

Trypsin

L2143 Biochrom

Tween 20%

P7949 Sigma

2.1.4 Verbrauchsmaterial

6-Well-Platten

Nunc, 140675

6-Well-Platten

Falcon, 353046

96-Well-Platten

Nunc, 167008

96-Well-Platten, schwarz (MMP)

GreinerBioOne, Kremsmunster

Bandenmarker peqGOLD prestained
Protein

27-2210 Peqlab

Blotting-Papier

GB40 Hartenstein

Microtubes 1,5ml

Sarstedt, 72706

Pasteurpipetten

Brand, 747720

PCR soft tubes 0,2ml

Biozym, 711080

Pipettenspitzen 1000pl

Sarstedt, 70.762

Pipettenspitzen 1000ul, PCR

Sarstedt, 70.762.211
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Pipettenspitzen 200pl

Sarstedt, 70.760.002

Pipettenspitzen 200ul, PCR

Sarstedt, 70.760.211

Pipettenspitzen 100ul, PCR

Sarstedt, 70.760.212

Pipettenspitzen 20ul, PCR

Sarstedt, 70.1116.210

Pipettenspitzen 10ul, PCR

Nerbe plus, 07-613-8300

PVDF

BioRad, 162-0177

Serologische Pipette 1ml

Nunc, 170353

Serologische Pipette 5ml

Greiner bio-one, 606180

Serologische Pipette 10ml

Greiner bio-one, 607180

Serologische Pipette 25ml

Greiner bio-one, 760180

Sterile Filter Minisart® 0,20uM

Sartorius stedim, 17597

Sterile Filter Minisart® 0,45uM

Sartorius stedim, 17598

T75-Zellkulturflaschen Cellstar

Bio-One, Frickenhausen, 658175

Zentrifugenrohrchen 15ml

Greiner bio-one, 188271

Zentrifugenréhrchen 50ml

Greiner bio-one, 227261

Zentrifugenrohrchen Filtereinheiten

UFC901024, Millipore, Germany

2.1.5 Kommerzielle Kits

Absolute gPCR ROX Mix

Thermo Scientific, AB-1138B

Cytotoxicity Detection KitPlus (LDH)

Roche, 04744926001

EZ4u®-Proliferations- und

Zytotoxizitats-Test

Biomedica, B1-5000
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High Capacitiy cDNA Reverse

Transcription Kit

Applied Biosystems, 4374966

Nucleo Spin® RNA I

Thermo Scientific, 740955.10

Pierce® BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, 23225

2.1.6 TagMan®-Sonden

beta-actin Applied Biosystems, MmMm00607939_s1
HIF1a Applied Biosystems, MmM00468869_m1
MMP2 Applied Biosystems, Mm00439498 m1
MMP3 Applied Biosystems, MmMm00440295 m1
MMP9 Applied Biosystems, MmM00442991 m1l
PAIL1 Applied Biosystems, MmM00435860_m1
Ptchl Applied Biosystems, MmM00436026_m1
Sox18 Applied Biosystems, MmM00656049 gH
Tie2 Applied Biosystems, MmMm00443243 m1l
TIMP1 Applied Biosystems, Mm00441818 m1
TIMP3 Applied Biosystems, MmMm00441826_m1
VEGFa Applied Biosystems, Mm01281449 m1
VEGFR2 Applied Biosystems, MmMm00440099 m1
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2.1.7 Antikorper

Akt

1:200 SC-8312 Santa Cruz

Anti-mouse (ECL IgG

HRP-linked F(ab‘)2
fragment)

1:5000 LNA931V/AG, GE
Healthcare UK Itd.

Anti-rabbit (ECL IgG HRP- | 1:5000 LNA934V/AG, GE

linked whole antibody)

Healthcare UK Itd

Claudin-5

1:400 (50% Glycerol) 34-1600, Zymed®,
Invitrogen, rabbit

Erk1/2 (p44/42) 1:1000 #9102 Cell Signaling

Occludin 1:400 (50% Glycerol) 71-5000, rabbit

Phospho-Akt 1:200 #4060 Cell Signaling

Phospho-Erk1/2 (Phospho- | 1:200 #4370 Cell Signaling

p44/42)

B-Actin 1:5000 A3853, SigmaAldrich,
mouse

2.1.8 LOsungen

ECL | 2 ml Luminol 250mM; 0,88 ml p-Coumarinsaure 90mM;
10 ml 1M Tris/HCI pH 8,5; ad 100ml Aqua dest.

ECL I 64 ul 30% H202; 10 ml 1M Tris/HCI pH 8,5; ad 100m|
Aqua dest.

RIPA-Puffer 2,5 ml 1M Tris (pH 8,0); 7,5 ml 1M NaCl; 50mg SDS;

250mg Natriumdesoxycholat; 500 pl NP40 (1%)

Elektrophoresepuffer

60,49 Tris/ 288g Glycin/ 20g SDS 10%/ ad 2| H20
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Coomassie-LOsung

1,259 ServaBlue G Powder; 227ml Isopranolol; 227ml
Aqua dest.; 46ml Eisessig

Entfarberldsung

10% Eisessig; 30% Methanol; 60% Aqua dest.

Transferpuffer

6,069 Tris/ 28,839 Glycin/ 400ml Methanol/ 7,5ml SDS
10%/ ad 2|1 H20

Lammli-Lésung (4x)

49 SDS; 20ml Glycerol; 0,002g Bromphenolblau; 12,5
ml 0,25 M TrisHCI (pH 6,8); bis 50 ml mit Aqua dest.

auffillen

2.1.9 Software

Photoshop Elements 7+8 Adobe

Excel Microsoft

magellan Tecan

SigmaPlot Systat Software Inc

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 cerebEND-Zelllinie

2.2.1.1.1 Eigenschaften

CerebEND Zellen wurden durch die Arbeitsgruppe Forster im Jahre 2006 aus
zerebellaren murinen Endothelzellen extrahiert und immortalisiert. Sie dienen als in-
vitro-Modell der Blut-Hirn Schranke fir Simulationen verschiedener Krankheiten wie
beispielsweise Multipler Sklerose (Silwedel & Forster, 2006). Eine Identifizierung von
Rezeptoren und RegelgréRen erfolgte bereits in unserer Arbeitsgruppe. So konnten
(NMDA)-Rezeptor-Untereinheiten NR1, NR2A, NR2B,
NR2C, NR3A und NR3B nachgewiesen werden und auch teilweise deren Modulation

die N-Methyl-D-Aspartat
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unter bestimmten Bedingungen. Aber auch andere Transporter wie GLUT1 und sgltl
konnten identifiziert werden. (Neuhaus et al., 2012a)

Abbildung 2-1 lichtmikroskopische Aufnahme (10-fach): konfluenter Zellrasen mit cerebEND

2.2.1.1.2 Kultivierung

Die Kultivierung erfolgte mit Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), welchem
10% fetales Kalberserum (FCS) sowie 1% Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml /
10.000 pg/ml) (P/S) zugesetzt wurde, in 75cm?2 Kulturflaschen. Die Kultur wurde im
Inkubator bei 37°C, 21% Sauerstoff, 5% Kohlenstoffdioxid, 74% Stickstoff und 95%
Luftfeuchte durchgefiihrt. Alle Medien und Substanzen wurden unter sterilen

Bedingungen gedffnet, angesetzt und verwendet.

An Tag 2 und 5 erfolgte ein Mediumwechsel: Zunachst wurde die Zellkultur im
Mikroskop betrachtet, um maogliche Kontaminationen auszuschlieen. Dann wurde
das verbrauchte Medium mit einer zuvor abgeflammten Pasteur-Pipette abgesaugt
und jeweils 15ml frisches DME-Medium mit 10% FCS und 1% P/S hinzugeflgt.

Die Kulturflaschen wurden alle 7 Tage im Verhdaltnis 1:3 gesplittet: Alle Arbeiten
erfolgten unter der Sterilbank. Zun&chst wurden die Zellen (an Tag 0 bzw. 7) zweimal
mit jeweils 10 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen und
anschlieBend mit 3ml 0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA von der Oberflache geldst. Der
Grad der Ablésung wurde mehrmals unter dem Mikroskop kontrolliert um eine
Zellschadigung auszuschlie3en. Danach wurden in die Zellkulturflasche 54ml DME-
Medium mit 10%FCS und 1%P/S (DME+/+) zugefligt um die Trypsinwirkung zu
blocken. Diese Suspension wurde dann auf drei gelatinebeschichtete T75-Flaschen
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ausgesat. Die Gelatine-Beschichtung erfolgte zuvor mit 15ml Gelatine und einer
Einwirkzeit von 30-90 Minuten bei Raumtemperatur (RT).

2.2.1.2 Co6-Glioma-Zelllinie

2.2.1.2.1 Eigenschaften

C6-Glioma-Zellen sind eine Zelllinie, welche aus Hirntumoren (Gliome) von Ratten
gewonnen wurde. Diese Tumoren bestehen aus Stitz- und Versorgungszellen des
Hirngewebes wie beispielsweise Oligodendrozyten, Mikroglia oder auch Astrozyten.
In der vorliegenden Arbeit interessierte vor allem der Einfluss des
Umgebungsgewebes auf die Endothelzellen unter gewissen Bedingungen. Da eine
Ko-Kultur bei dem vorliegenden Versuchsaufbau nicht moéglich war, wurden die
Versuche mit konditioniertem C6-Medium durchgefuhrt. Dies bedeutet, dass nicht die
Zellen direkt ko-kultiviert wurden, sondern das Medium, mit welchem die C6-Zellen
zuvor bestimmten Bedingungen ausgesetzt wurden, fur die Versuche mit den
cerebENDs eingesetzt wurde. Dieses Medium nennt man konditioniertes Medium. In
diesem findet man nun Hormone, Chemokine, Zytokine und andere Stoffe, welche

von den C6-Zellen wahrend der Konditionierung abgegeben wurden.

2.2.1.2.2 Kultivierung

Die C6-Zellen wurden an Tag O auf neue gelatinebeschichtete T75-Flaschen
ausgesat (15 ml Gelatine/ Flasche, Einwirkzeit 30 — 60 Minuten). Das
Teilungsverhaltnis war 1:20 alle 7 Tage: Es erfolgten zunachst zwei Waschschritte
mit jeweils 10 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und anschliel3end der
Ablésevorgang mit 3ml 0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA. Der Grad der Abldsung wurde
mehrmals unter dem Mikroskop kontrolliert um eine Zellschadigung auszuschliel3en.
Die Reaktion wurde mit 57ml DME+/+-Medium blockiert. Da es nicht erforderlich war,
20 neue Flaschen auszuséaen, erfolgte die Aussaat nur mit einem Teil der Zell-
Mediumsuspension. Diese wurde dann auf ein Volumen aufgefillt, sodass pro
Flasche 20ml Zell-Mediumsupension zur Verfugung stand. Der Zellrasen war am Tag
5 konfluent. Ein Mediumwechsel wurde immer an Tag 2 und 5 durchgefiihrt

(Vorgehen s. cerebEnds).
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2.2.1.2.3 Gewinnung von konditioniertem Medium

Fur die Gewinnung von konditioniertem Medium wurden die Zellen an Tag 0 mit einer
Zelldichte von 20.000 Zellen/ cm? auf 6-Well-Platten ausgeséat (3ml/ Well). Ein
Mediumwechsel fand an Tag 2 und 5 mit DME+/+-Medium statt. An Tag 7 erfolgte
dann erneut ein Mediumwechsel, nach vorherigem zweimaligem Waschen mit 3ml
PBS, mit dem entsprechenden Medium (meist DMEM + 1% P/S +/- Glukose),
Glukose-freies Medium wurde bei den OGD-Versuchen benutzt. Darauf folgte die 4h-
Konditionierung des Mediums im jeweiligen Brutschrank (Normoxie bzw.

Hypoxie/lschamie).

2.2.1.3 Zellzahlung

Vor der Zellzahlung wurden die Zellen, wie oben beschrieben, mittels 3ml
Trypsin/EDTA abgeldst und dann mit 22ml DMEM + 10%FCS + 1%P/S in ein 50m|
Zentrifugenrohrchen Ubergefiihrt. Dann wurden die Zellen bei 300g fur 5 Minuten
abzentrifugiert. Der Mediumuberstand wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und
die Zellen in 1ml Kulturmedium resuspendiert. Aus dieser Suspension wurden 10yl
entnommen und mit 90ul Trypanblau (1:10 mit PBS verdunnt) versetzt, um
abgestorbene Zellen zu detektieren. Aus dieser Trypanblau-Zellsuspension wurden
10ul in die Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und vier groRe Quadrate gezahlt,
wobei dann der Mittelwert des Ergebnisses flr die Berechnung der Aussaatdichte

verwendet wurde.

2.2.1.4 Wound-Healing-Assay (IBIDI®)

Der Wound-Healing-Assay der Firma IBIDI® ist einem Scratch-Assay sehr dhnlich.
Er besteht aus zwei Kammern, in welchen Zellen angeziichtet werden kdnnen. Die
Kammerhille wird am Tag der Behandlung beziehungsweise des Versuchsstarts
entfernt, wodurch nun der freiwerdende Steg durch die Zellen von beiden Seiten her
bewachsen werden kann. Die Wachstumsgeschwindigkeit, also die Zeit, wie schnell
oder langsam der Steg von den Zellen bewachsen wird, ist als Marker fur die

Motilitatsfahigkeit und —starke der Zellen angesehen.

Die Firma IBIDI® vertreibt Wound-Healing-Assays mit zwei unterschiedlichen

Oberflachen: uncoated und treated. Die Oberflache uncoated ist unbehandelt, die
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Oberflache treated von IBIDI® mit einer speziellen Beschichtung ausgelegt, sodass
ein besseres Zellwachstum mdoglich ist.

Die Zellen wurden am Tag 0 mit einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? ausgesét. Dabel
wurden in jede Kammer 70ul einer Zellsuspension mit einer Konzentration von 62.900
Zellen/ml pipettiert. Danach wurde um die Kammern herum circa 1,5ml Kulturmedium
aufgetragen um eine Austrocknung der Kammern wéahrend der Anzucht zu
verhindern. Der Mediumwechsel erfolgte an Tag 2 mit 70ul Kulturmedium, an Tag 5
zeigte der Zellrasen komplette Konfluenz und so wurde eine Mediumreduktion auf
DME-Medium mit 1% FCS und 1% P/S durchgefuhrt, um eine Differenzierung der
Zellen zu erreichen. Dabei wurde zunachst mit einer Pasteur-Pipette das Medium um
die Kammern herum abgesaugt und dann mit einer Mikropipette das Medium aus den
Kammern. Danach wurden 70ul des reduzierten Mediums appliziert und wiederum
circa 1,5ml des reduzierten Mediums um die Kammern herum. Am Versuchstag (Tag
7) wurde die Zellkammer mittels einer zuvor abgeflammten Pinzette vorsichtig
abgenommen, das Medium abgesaugt, zwei Mal mit 2ml PBS gewaschen und dann
die Mediumlésungen appliziert. Am Versuchstag wurde Medium nur mit Zusatz von

Penicillin/Streptomycin verwendet, aul3er es ist anders angegeben.

Danach wurden die Bilder mittels einer Digitalkamera (Canon 7), welche an ein
Mikroskop (Zeiss Axiovert 25) durch einen Adapter (Zeiss) befestigt war, fir den

Zeitpunkt null erstellt.

Zu Beginn dieser Promotionsarbeit wurde auch die Oberflache ,uncoated” getestet.
Dabei wurde die Zellkammer mit je 50ul Gelatine beschichtet (Mindesteinwirkzeit: 30

Minuten). Diese Oberflache zeigte sich aber als nicht praktikabel.

2.2.1.4.1 Auswertung des Wound-Healing-Assays (IBIDI®)

Die Auswertung der Bilder des Migrationsassays erfolgte mit der Software Adobe
Photoshop®. Dabei wurden zunéchst die Einzelbilder aneinandergefiigt, um dann ein
neues Gesamtbild (.jpg) zu erstellen. Die Auswertung erfolgte folgendermalRen: Es
wurde eine Linie mithilfe des Linienzeichengeréts mit einer Lange von 80,00 cm +/-
0,05 cm am Ubergang zwischen der bewachsenen Oberflache und dem Spalt erstellt.
Danach wurde auf 33% gezoomt, eine neue Ebene erstellt und bei dieser die

Deckkraft auf 25% reduziert. Danach wurde das Buntstiftwerkzeug mit einer
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Liniendicke von 27 Pixeln, sowie der Zeichenfarbe RGB-Rot ausgewahlit. Mit diesem
Buntstiftwerkzeug wurden dann die seitlichen Begrenzungen der zuvor gezeichneten
Linie orthogonal zum Spalt abgefahren. Nun wurde die Linie wieder geléscht, mit dem
Buntstiftwerkzeug der Ubergang zwischen Spalt und bewachsener Oberflache
abgefahren und schlie3lich mit Hilfe des Fullwerkzeuges, welches auf die Farbe RGB-
Rot eingestellt wurde, das gezeichnete Viereck ausgefillt. Zuletzt kann man im
Kasten ,Histogramm® nach Auswahl der Quelle ,aktuelle Ebene® und des Kanals
,RGB" unter dem Punkt Pixel die eingefarbte Flache ablesen. Nun wurde die
Pixelanzahl der 48h-Bilder von der Pixelanzahl der Oh-Bilder subtrahiert. Der
Mittelwert wurde gebildet. Das Ergebnis der Kontrolle wurde dann auf 100% gesetzt.
Die weiteren Behandlungen wurden dann mit ihrer Rohpixelanzahl ins Verhéltnis zur

Kontrolle gesetzt:

Oh Pixel Behandlung — 48h Pixel Behandlung
Oh Pixel Kontrolle — 48h Pixel Kontrolle

zugewachsene Flache [%] =

2.2.1.5 Sauerstoff- und Glukosemangel Behandlung

2.2.1.5.1 Prinzip

Sauerstoff- und Glukosemangel wird im Englischen mit ,oxygen and glucose
deprivation“ Ubersetzt, woher die Abkurzung OGD stammt. Die OGD-Therapie von
Zellen ist ein international angesehenes Prinzip, Zellen ischdmischen Bedingungen
auszusetzen um dadurch Krankheiten wie beispielsweise Schlaganfall oder Schéadel-

Hirn-Trauma zu simulieren.

2.2.1.5.2 Vorgehen

Die OGD-Behandlung erfolgt in einem separaten Inkubator, welcher mit 1%
Sauerstoff, 5% CO2 und 94% N2 betrieben wird. Zunachst wurden die Zellen in den
IBIDI©-KulturgefalRen beziehungsweise den 6-Well-Platten zweifach mit 2ml PBS
gewaschen, um das glukosehaltige Kulturmedium restlos zu entfernen. Danach
wurden die Zellen fur vier Stunden in glukose-freiem DME-Medium in den
sauerstoffarmen Inkubator gestellt. Die Reoxygenierung erfolgte dann im Inkubator
bei 21% Oz nach einem Mediumwechsel auf glukosehaltiges Medium

beziehungsweise Glukosezugabe. Bei den IBIDI-KulturgefalRen® sowie den 6-Well-
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Platten wurden die Deckel im sauerstoffarmen Inkubator abgenommen, um einen

schnellen Gasausgleich und Gasaustausch zu erreichen.
2.2.2 Viabilitatstest

2.2.2.1 Prinzip

Der Viabilitatstest soll den Einfluss der Umweltfaktoren auf die Vitalitat der Zellen
messen, um eine Stoffwechselveranderung darstellen zu kénnen. Die Testung erfolgt
zum Beispiel mittels 3H-Thymidin oder auch kommerziell verfliigbarer Tests, wie
beispielsweise dem EZ4u®-Test. Dieser beruht auf einer Substratreaktion eines
Chromophors, welche durch einen Farbumschlag bei Reduktion in vitalen
Mitochondrien sichtbar gemacht werden kann und mittels ELISA-Reader gemessen

wird.

Dabei ist darauf zu achten, dass der Zellrasen konfluent ist und man so die
Stoffwechselaktivitat misst, welche wiederum Uber den Farbumschlag objektiviert
wird. So kann man feststellen, ob die Einflussgrof3en Auswirkungen auf die Vitalitat
der Zellen haben. Erganzend fuhrten wir dann auch einen Toxizitatstest durch.

2.2.2.2 Durchfihrung

Zunachst wurden 96-Well-Platten mit 50ul/Well  Gelatine  beschichtet
(Mindesteinwirkzeit: 30 Minuten). Dann erfolgte die Aussaat der cerebEND-Zellen am
Tag 0 mit einer unterschiedlichen Zelldichte, jedoch mit einem konstanten Volumen
von 200ul. Die Vorversuche ergaben eine sinnvolle Zelldichte von 20.000 Zellen/cmz.
Die Kultivierung erfolgte mit DME-Medium+10%FCS+1%Penicillin/Streptomycin. Am
Tag 2 und 5 wurde das Medium mittels Multikanal-Pipette gewechselt ehe dann am
Tag 7 mit den Substanzen, beziehungsweise den Bedingungen, die Zellen behandelt
wurden. Danach folgte die Anwendung des EZ4u-Kits. Dabei wurde strikt nach der
Anleitung des Herstellers gearbeitet. Die Messung im Photometer fand bei 450 nm

statt, mit der Referenzlange von 620 nm.
2.2.3 LDH-Toxizitatstest

2.2.3.1 Prinzip

Der Laktat-Dehydrogenase(LDH)-Test wird als Toxizitatstest verwendet und mittels

eines Kits durchgefiihrt. Hintergrund dieses Tests ist, dass bei dem Untergang von
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Zellen unter anderem die Zellmembran geschadigt wird und dadurch intrazellulare
Proteine aus der Zelle in das Medium gelangen. Die Laktatdehydrogenase ist ein
solches Protein. Wenn also eine hohe LDH-Konzentration im Serum
beziehungsweise im Medium vorherrscht, kann auf einen Zelluntergang geschlossen
werden. Im Falle dieser Arbeit soll eine mdgliche toxische Wirkung der verwendeten

Substanzen und Bedingungen ausgeschlossen werden.

2.2.3.2 Durchfihrung

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten mit einer Zelldichte von 20.000 Zellen/cm?
ausgesat, welche zuvor mit 50ul Gelatine pro Well beschichtet wurden. An Tag 2 und
5 wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Am Tag 6, dem Versuchstag, wurden
zunachst die Zellen zwei Mal mit je 200ul PBS pro Well gewaschen. Fir die Versuche
wurde phenolrot-freies Medium verwendet, da die Detektor-Losung ebenfalls im Rot-
Bereich sichtbar wird. Die weiteren Schritte erfolgten nach Protokoll des Kits. Dabei
wird ein Teil der unbehandelten Zellen mittels eines Lysis-Puffer inkubiert, um eine
Maximal-Probe zu erhalten. Diese Inkubation dauert 15 Minuten bei 37°C im
Brutschrank, danach wird eine Detektor-Losung auf alle Proben pipettiert und
wiederum 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach diesen Schritten wird die
Reaktion mittels Stopp-Losung angehalten. Nun wird die Extinktion mittels

Photometer bei 492 nm und der Referenzlange 620 nm gemessen.
2.2.4 Proliferationstest

2.2.4.1 Prinzip

Mittels Proliferationstest kann man den Einfluss von Umweltfaktoren wie Zytokinen,
Chemokinen oder chemischen Substanzen auf die Proliferation von Zellen messen.
Der Proliferationstest wurde bei den vorliegenden Versuchen mit demselben Kit
durchgefiihrt wie der Viabilitatstest. Solange der Zellrasen nicht dicht ist, kann mithilfe
dieser Farbreaktion die Proliferation erfasst werden, da abhangig von der

Proliferationsstarke auch die Mitochondrienzahl abhangt.

2.2.4.2 Durchfihrung

Das Vorgehen ist dasselbe wie beim Viabilitatstest, auf3er dass die Anztchtung Uber
4 Tage geschieht, das heil3t Aussaat an Tag 0, Mediumwechsel an Tag 2, Versuche

an Tag 3, an welchem der Zellrasen erst ungefahr zu 70 Prozent konfluent war. Dabei
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wurde strikt nach der Anleitung des Herstellers gearbeitet. Es erfolgte die Messung
im Photometer bei 450 nm und einer Referenzlange von 620 nm.

2.2.5 Quantitative Polymerasekettenreaktion

2.2.5.1 Prinzip der quantitativen Polymerasekettenreaktion

In der quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR) wird mittels der PCR-Technik,
welche die Schritte Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation beinhaltet,
genetisches Material amplifiziert. Die gPCR ist eine Erweiterung, welche die
guantitative Analyse der Proben mittels Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht. Jeden
Zyklus entsteht exponentiell mehr komplementére Desoxyribonukleinsaure (cDNA),
an welche sich die fluoreszenzmarkierten Sonden anlagern kdnnen. Diese Sonden
kénnen nur im gebundenen Zustand Fluoreszenzsignale senden. Es wird nach jedem
Zyklus die Starke der Fluoreszenz gemessen und so eine absolute Zahl generiert,
anhand welcher man auf die Menge an vorhandener Ribonukleinsdure (RNA)
schlieBen kann. Umso spater also ein Fluoreszenzsignal kommt, desto weniger

spezifische RNA ist in den Proben vorhanden.
2.2.5.2 RNA-Gewinnung, Isolierung und Konzentrationsmessung

2.2.5.2.1 Prinzip

Um zunachst Probenmaterial zu gewinnen, werden die Zellen lysiert. Daraufhin muss
eine Aufreinigung der Proben stattfinden, um eine Separierung des Zelldetritus von
der mRNA zu erreichen. Dies geschieht mithilfe eines industriellen Kits, welcher tiber
Saulen die RNA bindet und tber Waschschritte den Detritus weitestgehend entfernt.
Danach wird mit destilliertem Wasser (H20) die RNA von der Saule entfernt und steht
dann der weiteren Analyse zur Verfligung. Es folgt eine Konzentrationsbestimmung
der RNA durch Spektralphotometrie, um das verwendete Volumen der RNA fiir die
cDNA-Synthese anzupassen und so die cDNA-Konzentration der Proben auf
denselben Wert einzustellen. Dadurch erst kann eine gPCR zum quantitativen

Vergleich sinnvoll durchgefihrt werden.

2.2.5.2.2 Durchfuhrung
Die cerebEND-Zellen wurden in 6-Well-Platten am Tag 0 mit einer Aussaatdichte von
40.000 Zellen/cm? ausgesat. Fur die Herstellung des C6-konditionierten Mediums

wurden C6-Zellen an Tag 0 mit einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? ausgesét. Ein
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Mediumwechsel wurde an Tag 2 und 5 durchgefihrt. An Tag 7 wurden die
CerebEND-Zellen mit dem (konditionierten) Medium sowie den Substanzen versetzt
und OGD- oder Normoxie-Bedingungen ausgesetzt. Nach 4 Stunden Inkubationszeit
wurde der Mediumiberstand mittels Pipette abgenommen und fir Matrix-
Metalloproteinase(MMP)-Tests bei -80°C asserviert. Die Zellen wurden dann zweimal
mit 3ml eiskaltem PBS gewaschen. Danach wurde 350ul RA1-Lysis-Puffer aus dem
Nucleo-Spin® RNA-Kit + 3,5ul B-Mercaptoethanol auf die Zellen appliziert. Mittels
Zellschaber wurden die Zellen von der Oberflache abgekratzt und mittels Pipette in
ein steriles Mikroreaktionsgefald tibergefuihrt und sofort auf Eis gestellt. Die Proben
wurden im -80°C-Gefrierschrank aufbewahrt.

Bei der Aufbereitung der RNA erfolgte zunéachst die Homogenisierung der Probe
mittels Feindosierungsspritze. Die weitere Extraktion der RNA erfolgte mit Hilfe des
Nucleo-Spin®-RNA-II-Kits. Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers
vorgegangen und die Schritte Lysat-Filtration, Korrigieren der RNA-Bindungs-
Verhaltnisse, RNA-Bindung, Entsalzung der Silicium-Membran, DNA-Verdau, diverse
Waschschritte und Elution der RNA durchgefuhrt.

Die RNA-Menge in der Probe wurde mittels Spektralphotometer (Nano-Drop 2000®,
Thermo Scientific) gemessen um bei der cDNA-Herstellung die Volumina so
anpassen zu konnen, dass eine Konzentration von 1ug/ul bei jeder Probe entsteht.
Dabei wurden 1,2ul der jeweiligen RNA in das Gerat pipettiert und mittels
Spektralphotometrie analysiert.

Die aufgereinigte RNA wurde bei -80°C gelagert.
2.2.5.3 cDNA-Synthese

2.2.5.3.1 Prinzip

Da die RNA-Menge pro Probe viel zu gering ist um mit der quantitativen
Polymerasekettenreaktion sinnvolle Ergebnisse zu bekommen, werden die RNA-
Proben nach der Aufreinigung amplifiziert. Dies geschieht mithilfe einer reversen
Transkriptase, welche aus RNA DNA wéhrend einer Polymerasekettenreaktion
herstellt.
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2.2.5.3.2 Durchfuhrung
Die cDNA-Synthese wurde mittels cDNA-Kit durchgefiihrt. Dabei wurden zunachst
die Kit-Komponenten sowie die aufgereinigte mRNA auf Eis aufgetaut und in einem

Mikroreaktionsgefal3e ein PCR-Mastermix vorbereitet.

2 uL |10x RT Buffer
0,8 pL | 25x dANTP Mix (100 mM)
2 pL |10x RT Random Primers
1 uL | Multiscripe Rev. Transcriptase
1 uyL | RNAse Inhibitor

6,80 pL | Summe Mastermix
(fir 20p1 cDNA)

Tabelle 2.1 Zusammensetzung PCR-Mastermix

Dieser Mix wurde dann auf weitere Mikroreaktionsgefal3e verteilt, welche auf Eis
gelagert wurden. Danach wurden die unterschiedlichen RNA-Proben in der jeweiligen
Menge, welche sich nach der Analyse mittels Spektrophotometer ergeben hat,
hinzugeflgt, um letztendlich eine RNA-Konzentration von 1ug/ul zu erhalten. Dann
wurde das Reaktionsgemisch mit Nuklease-freiem Wasser auf 20l
Gesamtprobenmenge aufgeflllt und mittels reverser Transkription vervielfaltigt.

Folgendes Programm wurde dabei nach Anleitung durchlaufen:
Stufe 1: 10 Minuten bei 25°C

Stufe 2: 120 Minuten bei 37°C

Stufe 3: 5 Minuten bei 85°C

Stufe 4: 4°C.

2.2.5.4 Durchfihrung der gPCR

Die cDNA-Proben sowie die Einzelsubstanzen des Reaktionsmixes wurden zunachst
auf Eis aufgetaut. Der Reaktionsmix wurde aus 10/16 Absolute qPCR ROX-Mix
(Thermo Scientific®), 5/16 nuklease-freiem Wasser sowie 1/16 der jeweiligen Sonde
hergestellt. 20pl/Well dieses Reaktionsgemisches wurden in die 96-Well-Platte
vorpipettiert, ehe 5ul der cDNA-Probe hinzu pipettiert wurde. Dann wurde die 96-Well-
Platte mittels Klebefolie verschlossen, drei Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
und in die RT(real-time)-PCR-Maschine gegeben. Dabei durchlief das

Reaktionsgemisch folgende Behandlung:
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1.Stufe: 15 Minuten bei 95°C

2.Stufe: 15 Sekunden bei 95°C

3.Stufe: 60 Sekunden bei 60°C

Die Stufen 2 und 3 wurden 50mal wiederholt.

2.2.5.5 Auswertung der qPCR

Es wurde der Schwellenwert (Ct-Wert) ermittelt, welcher angibt, ab wann sich die
Reaktion in der exponentiellen Phase befindet. Jede Probe wurde auf die Expression
von 3-actin normalisiert, welches als endogene Kontrolle mitlief. Die Auswertung der

Genexpression erfolgte mit der 2-24Ct Methode.
2.2.6 Western Blot

2.2.6.1 Prinzip des Western-Blots

Der Western-Blot dient als semi-quantitativer Protein-Nachweis. Dabei wird die Probe
zunéchst mit Hilfe eines Polyacrylamid-Gels durch Elektrophorese nach der Groi3e
ihrer Proteine aufgetrennt, wobei die schwereren Proteine langsamer wandern als die
leichten. Danach findet der eigentliche Blot-Vorgang statt, um die Proteine auf eine
Membran zu transferieren, auf welcher sie spater detektiert werden kénnen. Dieser
Nachweis wird mittels Antikbrper durchgefuhrt. Dabei bindet der primare Antikorper,
welcher meist einer anderen Tier-Spezies angehort als die Probe, an das gesuchte
Protein und der sekundéare Antikdrper bindet dann durch die Spezies-Spezifitat an
den priméren Antikorper. Der sekundare Antikorper hat ein Enzym gebunden,
welches mittels photochemischer Entwicklerldsung detektiert wird. Dadurch wird ein
gualitativer Vergleich von Proben mdglich um eine Aussage zu Protein-Regulationen

treffen zu kénnen.

2.2.6.2 Durchfiuhrung des Western-Blots

Zunéchst wurden die Zellen in 6-Well-Platten angeztichtet. Hierbei wurden die
cerebEnd-Zellen am Tag 0 mit einer Dichte von 40.000 Zellen/cm?2 und die C6-Zellen
mit einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? ausgesat. Ein Mediumwechsel fand an Tag 2
und 5 statt. An Tag 7 erfolgte dann die entsprechende Behandlung. Zunachst wurde

das Medium abgesaugt und fir MMP-Testungen weggefroren. Dann wurden die
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Wells zwei Mal mit je 3 ml eiskaltem PBS gewaschen. 10 ml RIPA-Puffer wurden
zuvor mit 1 Tablette Phospho-Stopp (PS) und 1 Tablette Proteinase-Inhibitor (PIC)
versetzt. Mit diesem RIPA/PS/PIC(RIPA++)-Gemisch wurden dann die Zellen lysiert.
Hierzu wurden 50ul dieses RIPA++-Puffer-Gemisches pro Well verwendet. Die
Einwirkzeit betrug 15 Minuten. Danach wurden die Zellen mittels Zellschaber von der
Oberflache geldst, in ein steriles Probengefal tbergefihrt und auf Eis gestellt. Bis

zur weiteren Verwendung wurden die Proben im -80°-Gefrierschrank gelagert.

Im néchsten Schritt erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben mit
der BSA-Methode nach Pierce. Nachdem die Proben auf Eis aufgetaut worden sind,
fand eine Zentrifugation bei 4°C fur 10 Minuten bei 10.000g statt. 2ul aus der flissigen
Fraktion wurden dann 23 pl reiner RIPA-Puffer zugegeben. Als Farblésung wurde der
Pierce® BCA Protein Assay Kit benutzt. Die Extinktion wurde mit dem ELISA-Reader

bei 540 nm gemessen.

Dieses Gemisch wurde nun mit 10 Impulsen 36 Sekunden lang sonifiziert, jeder

Impuls dauerte 0,3 Sekunden.

Nach dem Sonifizieren wurden die Proben mit 4x Lammli-Puffer und 6% [3-
Mercaptoethanol versetzt (940ul LAmmli + 60ul 3-Mercaptoethanol) und bis zur
weiteren Western-Blot-Analyse bei -80°C aufbewahrt. Der Lammli-Puffer wurde bei

37°C aufgewarmt, um das Glycerol zu verflissigen.

Zum Western-Blotting wurden zunadchst Elektrophorese-Gele gegossen. Die

Zusammensetzung der Gele ist in Tab. 2.2 und 2.3 zu erkennen.

Trenngel
7,5% 12 %
H20 4,85 3,35 [mL]
Acrylamid /Bis (30%) 2,5 4 [mL]
3M Tris pH 8,8 2,5 2,5 [mL]
10% SDS 100 100 [uL]
10% APS 100 100 [uL]
TEMED = Starter 6 6 [UL]

Tabelle 2.2 Zusammensetzung Trenngel
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Sammelgel

H20 2,85 [mL]
Acrylamid /Bis (30%) 0,85 [mL]
0,5M Tris pH 6,8 1,25 [mL]
10% SDS 50 [uL]
10% APS 50 [UL]
TEMED = Starter 5 [uL]

Tabelle 2.3 Zusammensetzung Sammelgel

Das Giel3en der Gele wurde in BioRad-Kammern durchgefiihrt, dabei wurden die
Einzelteile zunachst gesaubert, mit destilliertem Wasser abgesptlt und nach
Anleitung zusammengebaut. Die Gele wurden 1,5 mm dick gegossen. Zuerst wurde
das Trenngel gegossen. Um eine exakte horizontale Flache zu bekommen, wurde
wahrend der 30-minutigen Aushartungsphase destilliertes Wasser als Trennmittel auf
die Gele pipettiert. Dieses wurde nach der Aushartung abgegossen und das
Sammelgel oberhalb des Trenngels gegossen und darin die Kdmme platziert, welche
die Taschen fur die Probenplatzierung bildeten. Nach einer Aushartungsphase von
einer Stunde wurden die Gelkammern in die Elektrophorese-Box gestellt, mit
Elektrophorese-Puffer Ubergossen, die Kamme entnommen und nun, nach
grindlicher Spulung der Taschen mit Pufferlésung, die Proben pipettiert. Diese
wurden in unterschiedlichen Volumina, jedoch immer mit derselben Proteinmenge
pipettiert. Vor der Probenpositionierung mussten diese jedoch zunachst fur funf
Minuten bei 70°C im Heizblock aufgeheizt werden. Es wurden auch Bandenmarker
pipettiert, um spater die MolekulargroRe der detektierten Proteine bestimmen zu
kénnen. Nachdem die Innenkammern der Elektrophorese-Zelle mit Puffer restlos
aufgefullt worden sind, wurde die Elektrophorese gestartet, zunachst mit 60mV, bis
die Banden aus dem Sammelgel in das Trenngel gewandert sind, um dann die
Spannung auf 130 mV zu erhdhen. Die Gesamtlaufzeit der Gele lag bei ungefahr 90
Minuten. Danach wurden die Gelkammern aus der Elektrophorese-Box

herausgenommen und fiir das Tank-Blotting vorbereitet.

Fir das Tank-Blotting wurde zunachst die Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran fir
eine Minute in Methanol aktiviert. Dann wurde mittels des Gels, der aktivierten PVDF-
Membran, Blotting-Papier und Vlies-Stoff sozusagen ein ,Sandwich® gebaut. Dieser
wurde dann in der Tank-Blot-Box eingespannt und mit Transferpuffer Gbergossen.
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Das Tank-Blotting wurde tber Nacht bei 4°C durchgefihrt, pro Gel wurde eine
Stromstarke von 40 mA angeleqgt.

Am néchsten Tag wurde die Membran fur eine Stunde in 5%Milchpulver, gelost in
PBS, geblockt. Danach wurde die Membran in Folie eingeschweil3t und der primare
Antikorper, je nach Verdinnung in PBS mit 1% BSA, zugegeben. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht auf einem Ruittler bei 4°C.

Die Gele wurden fur 10 Minuten mit Coomassie-Losung inkubiert um dann fur 30
Minuten mit einer Entfarberlésung entfarbt zu werden. Uber Nacht wurden sie dann
nochmals mit destilliertem Wasser bei Raumtemperatur gewaschen. Diese Farbung

sollte falschlicherweise nicht geblottete Banden sichtbar machen.

Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen drei Mal mit 0,1%TweenZ20, gelost
in PBS, fur 10 Minuten gewaschen. Danach erfolgte eine Blockierung mit
5%Milchpulver in PBS. Nun wurde fir eine Stunde der sekundare Antikérper den
Membranen zugegeben. Die Auswahl erfolgte je nach primarem Antikdrper: Anti-
Hase oder Anti-Maus 1:5000 in 1%BSA/PBS verdunnt. Nach der Antikérper-
Inkubation wurden die Blots drei Mal mit 0,1%Tween20, gel6st in PBS, fir 10 Minuten
gewaschen.

Nun waren die Blots bereit zur Entwicklung. Dafir wurden je 5 ml von der
Entwicklerlésung 1 und 2 gemischt um dann die Blots in der Losung fur zwei Minuten

zu inkubieren.
Die Belichtungszeiten waren je nach Zielprotein individuell.

Um Probenmenge einzusparen wurden die Blots nach der Entwicklung gestrippt.
Dafur wurden sie fur 5 Minuten mit destilliertem Wasser, dann fur 5 Minuten mit 0,2
molarer NaOH (um die Antikorper-Protein-Bindungen zu l6sen), danach wiederum fur
5 Minuten mit destilliertem Wasser und zuletzt mit 0,1%Tween20, gelost in PBS, fur
10 Minuten gewaschen. Anschliel3end wurden sie fir eine Stunde in 5% Milchpulver,
geldst in PBS, geblockt und bei der Abfolge ab Zugabe des primaren Antikdrpers

wieder gestartet.
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2.2.7 Matrix-Metalloproteinasen-Aktivitats-Test (MMP-Test)

2.2.7.1 Prinzip

Mit Hilfe des MMP-Tests lasst sich die Enzym-Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen
nachweisen. Diese spielen eine wichtige Rolle im Bereich des Extrazellularraumes,
nicht nur um Extrazellularmatrix abzubauen, sondern sie haben auch weitere wichtige
Funktionen, wie das Freisetzen von verschiedensten Faktoren, welche die
Zellfunktion und -kommunikation beeinflussen. Mit Hilfe des verwendeten Test-Kits
lassen sich die MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -12, und -13 —aktivitat nachweisen. Die
Technik des Kits beruht auf FRET (Forster-Resonanzenergietransfer), wobei das
ELISA-Lesegerat den Fluoreszenz-Grad der Losungen bei einer bestimmten

Wellenlange misst.

2.2.7.2 Durchfihrung

Es wurden Mediumiberstdnde gesammelt, welche bei der Kultivierung der Zellen fir
die gPCR-Proben beziehungsweise Western Blot-Proben zur Verfigung standen.
Dabei wurden zunéchst an den Versuchstagen die Mediumiberstande aus zwei
Wells mit derselben Behandlung in einem Zentrifugenréhrchen zusammengefihrt,
was eine Gesamtmenge von 6ml Mediumuberstand entspricht. Die Lésungen wurden
bis zur Testung bei -80°C gelagert. Zur MMP-Aktivitatsmessung wurden die Proben
auf Eis aufgetaut und in Zentrifugenréhrchen, bei welchen sich im Lumen eine
Filtereinheit mit der Porengr63e 10 kDa befindet, Gberfuhrt. Es schloss sich eine
Zentrifugation mit 4000g bei 4°C fir 40 Minuten an. Dabei wurden die Uberstande auf
etwa 200ul konzentriert. Von diesen konzentrierten Losungen wurden 80 pl mit 50 pl
des MMP-Substrats, wobei die Stocklésung zuvor 1:10 mit DMSO verdinnt wurde, in
einer schwarzen 96-Well-Platte vermischt. Die steigende Fluoreszenz wurde Uber
120 Minuten bei 37°C und 485/535 nm mit Hilfe eines Elisa-Lesegerats gemessen.
Als Kontrolle dienten Wells, welche mit reinem DME-Medium beflllt waren. Die
Berechnung der Endwerte erfolgte mit den nach 120 Minuten gemessenen Werten,
nachdem bei diesen eine Regressionsanalyse durchgefiuihrt wurde. Von diesen
Werten wurden die Kontrollwerte abgezogen. Weiter wurde ein Korrekturfaktor
angewandt, da sich das konzentrierte Volumen der Versuchsansitze etwas

unterschied.
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2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit SigmaPlot (Version 14.0). Es
erfolgte zunachst eine Prifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test)
sowie auf Varianzhomogenitat (Brown-Forsythe-Test). Wenn beide Voraussetzungen
erfillt waren erfolgte eine Varianzanalyse (ANOVA) und folgendem Mehrfach-
Vergleich mit dem Holm-Sidak-Test. Falls die Normalverteilung bzw.
Varianzhomogenitat nicht gegeben war, erfolgte als nicht-parametrischer Test die
Durchfiihrung des Kruskal Wallis H-Test (ANOVA on ranks) gefolgt von einer post-
hoc-Analyse (Tukey- oder bei ungleicher n-Anzahl Dunn’s Test). Eine statistische
Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.

Die Darstellung der Ergebnisse im Diagramm (Microsoft Excel) erfolgte, wenn nicht

anderweitig angegeben, als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Versuchsbedingungen

3.1.1 Proliferationstests mit NMDAR-Inhibitoren

Zunachst wurden Proliferationstests mittels kommerziellem EZ4U®-Test
durchgefiihrt. Dabei wurden unterschiedliche Zellkonzentrationen von 20 000
Zellen/cm?, 40 000 Zellen/cm? und 80 000 Zellen/cm?, unterschiedliche Seren, wie
das fetale Kalberserum (FCS) und das hormonbereinigte FCS (FCS-SS), sowie
unterschiedliche FCS-Konzentrationen (0%, 1%, 3% und 10%) und Konzentrationen
der NMDAR-Blocker MK801 (1/10/100 uM) und L701,324 (0,01/0,1/1/10 pM)

untersucht.

160

140

120
I

100 I

g I

6

4

2

0
1uM

10pM 100uM

Proliferation [%]
o o

o

o

MK801

W 20000 Zellen/cm?  m 40000 Zellen/cm? 80000 Zellen/cm?

Diagramm 3-1  EZ4U®, Auswahl der Aussaatdichte; n=16; 20=20 000 Zellen/cm2, 40=40 000 Zellen/cm?,
80=80 000 Zellen/cm?, dargestellt sind die Mittelwerte +SEM, 60 Minuten Inkubation mit EZ4U-
Reagens, 100% = Kontrolle mit Aqua, Lésung in 1%FCS, Behandlung der Zellen fir 24h mit
MK801

Dabei konnten mit einer Zellkonzentration von 40 000 Zellen/cm?2 sowie einer 1%-igen
FCS Konzentration die erwarteten Effekte der Blocker am deutlichsten
herausgearbeitet werden. Das Diagramm 3.1 zeigt eine lineare Abstufung der
Proliferation, je nach Konzentration des Blockers. Da die Effekte bei 100uM MK801
und 40 000 Zellen/cm2 am grof3ten waren, die Proliferation namlich auf 83,52% =+

4,16% verlangsamte, wurde diese Zellkonzentration fur die weiteren

- 40 -



Proliferationsversuche ausgewaéhlt. Die gesteigerte Proliferation unter niedrigen

MK801-Konzentrationen konnte auch spater bei den Motilitatstests unter bestimmten

Bedingungen gesehen werden.

120

100

8

o

6

o

Proliferation [%]

4

o

2

o

Diagramm 3-2

1% FCS 3% FCS 10% FCS 1% FCS-SS 3% FCS-SS 10% FCS-SS

+ MK801 100puM

EZ4U®, Serumabhéngigkeit; n=16, Behandlung der cerebEND-Zellen mit MK801 100uM fur
24h; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM, 100% = Kontrolle mit jeweiliger FCS-
Konzentration und Aqua, 30 Minuten Inkubationszeit mit EZ4U-Reagens; 40000 Zellen/cm?

Im Diagramm 3.2 sieht man kaum serumabhangige Unterschiede.
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100

98

96
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9

N

9

o

Proliferation [%]

8

(o]

8

)]

8

N

82

Diagramm 3-3

10 uM 100 uM 10 uM 100 uM
MK801 L 701,324

EZ4U®, Einfluss der NMDA-Rezeptor-Blocker, n=16; Behandlung der cerebEND-Zellen fir
24h mit den Blocker-Substanzen; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; 100% = Kontrolle
mitl% FCS und Aqua bei MK801 und DMSO bei L701,324; 60 Minuten Inkubationszeit mit
EZ4U-Reagens; 40000Zellen/cm?
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Das Diagramm 3.3 prasentiert nun ein lineares Verhalten der Proliferation der
cerebENDs auf eine steigende Konzentration der NMDAR-Blocker. Je hodher die

Blocker-Substanz gewahlt wurde, desto starker war die Hemmung der Proliferation.

3.1.2 Serumabhéangigkeit der Motilitat

Zu Beginn der Motilitdtsversuche wurden unterschiedliche Serumkonzentrationen im
Wachstumsmedium untersucht. Die Ergebnisse der erwarteten Serumabhéangigkeit
auf die Zellmotilitat werden im Diagramm 3.4 prasentiert. Nach 72 Stunden zeigte
sich nach Behandlung mit HBSS-L6sung eine teilweise Abldsung der Zellen von der

IBIDI-Oberflache, was wir auf den starken Nahrstoffmangel zurtckfihrten.

100
90 #
80 I
70
60

50

30

20

° e sl

HBSS 0%FCS 1%FCS 3%FCS

relative zugewachsene Flache [%]

n=2 n=13 n=3 n=15
H24h m48h

Diagramm 3-4  IBIDI® Motilitdtsassay, Serumabhéangigkeit der Matilitat, Behandlung der cerebEND-Zellen fr
24h oder 48h; n=2-15; 20000 — 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM;
statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc Dunn'‘s Test)
dargestellt mit # im Vergleich zur 0% FCS 48h-Probe.

Im HBSS-Medium konnten die deutlichsten Effekte des Blockers MK801 mit 100uM
erfasst werden (nicht dargestellt), jedoch war die Behandlung fiir die Zellen, egal ob
mit Blocksubstanz oder ohne, nach spatestens 72 Stunden letal, da zu diesem
Zeitpunkt nahezu in allen Kulturplatten die Zellen vom Boden abgeldst waren. Am
Ende der Versuche wurde eine FCS-Konzentration von 0% und eine Versuchsdauer
von 48 Stunden ausgewahlt, da bei diesen Bedingungen stérende Einflisse wie
Serumbindungen und Interaktionen durch Wachstumsfaktoren ausgeschlossen

werden konnten. Zudem zeigte sich in Folgeversuchen mit konditioniertem Medium
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von C6-Zellen, dass die Wachstumsflache nach 72 Stunden sogar bei 0% FCS
vollstandig bedeckt war. Da bei den Vorversuchen mit den IBIDIS® bei einer
Zelldichte von 40.000 Zellen/cm? die Zellen nach 5 Tagen teilweise Ubereinander
gewachsen sind, wurde eine Zelldichte von 20.000 Zellen/ cmz? fur die Versuche

ausgewabhlt. Hier zeigte sich diese Tendenz nicht.

3.2 Toxizitats- und Viabilitatstest mit NMDAR-Blockern

Eine Einwirkdauer des NMDA-Rezeptor-Blockers MK801 von 4 Stunden zeigte

keinerlei Reduktion von Viabilitat und Toxizitat (Neuhaus et al., 2012a)

Bei geplanten Motilitdtsversuchen tber 48 Stunden, wurde dementsprechend zuvor
die Viabilitat und Toxizitat der cerebEND-Zellen Uber 48 Stunden Behandlung mit den
NMDA-Rezeptor-Inhibitoren MK801 und L701,324 getestet. Die LDH-Tests wurden
durchgefuhrt, um toxische Effekte auszuschlielen und zeigen zu kdnnen, dass die
Substanzen direkt an den Endothelzellen die Rezeptoren modulieren. Die
Toxizitatseffekte sollten so gering wie moglich gehalten werden, da ein Rickschluss

auf motilitatsspezifische Vorgange nur dadurch erfolgen kann.

3.2.1 Unter Normoxie-Bedingungen

=
o

9

8

7
X 6 #
=
2 s
N
S 4
'_

3

2

1

0 T

Kontrolle +1 uM MK801 + 10 uM MK801 + 100 uM MK801
n=18 n=12 n=12 n=12

Diagramm 3-5  LDH Toxizitatstest, Auswirkungen von MK801 unter Normoxie-Bedingungen auf die Toxizitat;
Behandlung der cerebEND-Zellen mit MK801 fiir 48h; n=12-18; 20000 Zellen/cm?; dargestellt
sind die Mittelwerte + stabw; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher
Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie-Kontrolle, 100%
entspricht Absterben aller Zellen der Kultur.
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Bei der Anwendung von MK801 wéhrend der gesamten Normoxie-Behandlung zeigte
sich eine statistische Signifikanz bei der hochsten Konzentration. Jedoch war die

LDH-Ausschittung gerade einmal 3% grol3er als bei der Normoxie-Kontrolle.

10
9
8
7
X 6
=
25
N
S 4
'_
3
2
1 ‘{
0
Kontrolle +0,1uM L701 +1uML701 +10 uM L701
n=18 n=12 n=12 n=12

Diagramm 3-6  LDH Toxizitatstest, Auswirkungen von L701,324 unter Normoxie-Bedingungen auf die
Toxizitat; Behandlung der cerebEND-Zellen mit L701,324 fir 48h; n=12-18; 20000 Zellen/cm?;
dargestellt sind die Mittelwerte +stabw, 100% entspricht Absterben aller Zellen der Kultur.

Die Anwendung von L701,324 wahrend der Normoxie ergab keine signifikanten
toxischen Auswirkungen.
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3.2.2 Unter OGD+C6-Bedingungen

10
9
8 #
7
g 6 H
= s
N
3 4
'_
3
2
1
0 T
0GD 0ce 0cCe (0]¢) (0]¢)
Kontrolle Kontrolle +1 M MK801 +10 pM MK801 +100 pM MK801
n=12 n=12 n=12 n=12 n=12

Diagramm 3-7  LDH Toxizitatstest, Auswirkungen von MK801 unter OGD-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium auf die Toxizitat; Behandlung der cerebEND-Zellen mit 4h-OGD-
Phase mit MK801, danach eine 44h Reoxygenierungsphase mit MK801, Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=12; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind
die Mittelwerte tstabw; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-
hoc: Tukey Test) dargestellt mit # im Vergleich zur OGD—Kontrolle.

Die Verwendung von C6-konditioniertem Medium zeigte eine Erhéhung der
extrazellularen LDH. Dies konnte durch 1uM und 10uM MK801 verringert werden

(nicht signifikant). MK801 100uM erhdhte die extrazellulare LDH jedoch wiederum
auf ca. 6%.
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Kontrolle+DMSO Kontrolle+DMSO +0,1 uM L701 +1uM L701 +10 uM L701
n=12 n=12 n=12 n=12 n=12

Diagramm 3-8  LDH Toxizitatstest, Auswirkungen von L701,324 unter OGD-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium auf die Toxizitat; Behandlung der cerebEND-Zellen mit 4h-OGD-
Phase mit L701,324, danach eine 44h Reoxygenierungsphase mit L701,324, Verwendung von
Cé6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch tber; n=12; 20000 Zellen/cm?; dargestellt
sind die Mittelwerte +stabw; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks,
post-hoc: Tukey Test) dargestellt mit # im Vergleich zur OC6-Kontrolle + DMSO und mit * im
Vergleich zur OGD-Kontrolle + DMSO, 100% entspricht Absterben aller Zellen der Kultur.

Auch bei der Behandlung mit L701,324 zeigte sich eine gewisse Toxizitat des C6-
konditionierten Mediums. Die Anwendung von 10uM L701,324 verringerte diese
jedoch.

- 46 -



3.3 Motilitatsversuche

3.3.1 Modulierung der Umgebungsbedingungen

3.3.1.1 Hypoxie

200
180 #
160
140
120
100
80
60
40

relative zugewachsene Flache [%]

20

Normoxie Hypoxie ohne Hypoxie mit
Mediumwechsel (MW) Mediumwechsel (MW)

n=42 n=13 n=14

Diagramm 3-9  IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen Hypoxie mit oder ohne Mediumwechsel nach der
Hypoxiephase; Behandlung der cerebEND-Zellen fur 4h mit Hypoxie und anschlielende
Reoxygenierungsphase von 44h; n=13-42; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte
+SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Dunn’s
Test) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie Kontrolle (N).

Die Motilitatsversuche unter hypoxischen Bedingungen wurden zeitgleich mit den
Ischamie-Versuchen begonnen. Da die Ischamie klinisch jedoch wichtiger ist, wurde
im Verlauf der Arbeit der Fokus auf die Ischamie gelegt. Nichts desto trotz ergaben
sich auch unter hypoxischen Bedingungen interessante Ergebnisse. So konnte die
Hypoxie generell die Motilitdt beschleunigen. Unter der Bedingung, dass nach vier
Stunden Hypoxie kein Mediumwechsel durchgefuhrt wurde, resultierte eine
statistische Signifikanz mit einer Beschleunigung der Migration auf 160,61%z
12,38%.
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3.3.1.2 Ischamie
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relative zugewachsene Flache [%]
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N OGD mit Glukosezugabe OGD mit MW
n=42 n=12 n=23

Diagramm 3-10 IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen OGD mit Glukosezugabe oder Mediumwechsel nach
der OGD-Phase; Behandlung der cerebEND-Zellen fuir 4h mit OGD und anschlieRende
Reoxygenierungsphase von 44h; n=12-42; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte
+SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Dunn’s
Test) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie Kontrolle (N).

Wie schon unter der Hypoxie-Behandlung beobachtet, zeigte sich auch bei der OGD-
Behandlung und dem Belassen des Mediums, mit Ausgleich des Glukosemangels
durch Glukosezugabe, nach der Behandlung eine Motilitatsverstarkung auf 129,10%
+ 9,41%. Der Mediumwechsel nach Beendigung der Ischamie bewirkte jedoch eine
Motilitdtsverlangsamung auf 89,74% + 6,79%.

- 48 -



3.3.1.3 Einfluss astrozytischer Faktoren zusatzlich zur Hypoxie und Ischamie
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n=42 n=18 n=6 n=3 n=17 n=6

Diagramm 3-11 IBIDI® Motilitatsassay, Auswirkungen von C6-konditioniertem Medium auf Normoxie, Hypoxie
und OGD; Behandlung der cerebEND-Zellen fiir 4h mit Hypoxie oder OGD und anschlieRende
Reoxygenierungsphase von 44h; n=3-42; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte
+SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Dunn’s
Test) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie Kontrolle (N).

Unter der Anwendung des aus C6-Zell-Kultivierung gewonnenen Mediums nahm die
Motilitdt der cerebEND-Zellen auf fast das Zweifache (199,24% * 11,00%) der
Normoxie-Kultur zu. Die zuvor bei der Verwendung von unkonditionierten Medium
gesehenen Motilitatsdifferenzen der unterschiedlichen Bedingungen Normoxie,
Hypoxie und OGD konnten bei der Benutzung von konditioniertem Medium nicht mehr
beobachtet werden. Es zeigen sich im Vergleich tendenziell eher umgekehrte Effekte:
Das Belassen des Mediums nach der vierstindigen Hypoxie zeigte eine
Motilitaitsabnahme auf 180,58% + 13,08% genauso wie die Glukosezugabe nach
vierstuindiger OGD-Phase auf 178,25% +19,27% im Vergleich zur Motilitatszunahme
bei der Verwendung von unkonditionierten Medium. Daher wurde fur die folgenden
Versuche die Variante ohne Glukosezugabe, aber mit Mediumwechsel, ausgewahilt,

da maximale Effekte erwlinscht waren.
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Bildaufnahmen der IBIDIs® mit dem Mikroskop (10-fache Vergré3erung)

Normoxie Oh

Normoxie 48h

Normoxie + C6-konditioniertes Medium Oh

Normoxie + C6-konditioniertes Medium 48h

Abbildung 3-1  Aufnahmen von cerebEnd (10-fach) wahrend Normoxie bei Motilitdtsversuchen mit ibidi®
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3.3.2 NMDA-Rezeptor-Blockade wahrend Normoxie

3.3.2.1 Blockade mit MK801

48h 1uM MK801 48h 10pM MK801 48h 100pM MK801

120

100

80

60

40

20

relative zugewachsene Flache [%]

n=42 n=9 n=9 n=12

Diagramm 3-12 IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von MK801 unter Normoxie-Bedingungen; Behandlung
der cerebEND-Zellen fir 48h mit MK801; n=9-42; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher
Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie Kontrolle (N).

Die Applikation des NMDA-Rezeptor-Blockers MK801 mit einer Konzentration von
100uM Uber 48 Stunden verlangsamte die Motilitat auf 58,51% + 3,46%, was im

Diagramm 3.12 dargestellt ist. Die niedrigeren Konzentrationen von MK801 zeigten
nahezu keinen Effekt.

Daraufhin wurde der Einfluss des C6-konditionierten Mediums getestet. Zusatzlich
muss erwahnt werden, dass im Verlauf Versuche geplant waren, bei denen die
Substanzen nur wahrend der OGD-Phase oder danach appliziert werden sollten.

Darum wurden schon bei der Normoxie-Testung &hnliche Bedingungen gewahlt.
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Diagramm 3-13 IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von MK801 unter Normoxie-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen fur 4h mit MK801 und
anschlieRende Weiterbehandlung mit C6-konditioniertem Medium fur 44h ohne MK801; n=6-
18; 20000 Zellen/cmz; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; statistische Signifikanz (p<0,05,
one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur
Normoxie Kontrolle (N).

Wenn die Blockersubstanz MK801 nur fur die ersten vier Stunden des Versuchs
appliziert wurde, zeigte sich keine statistisch signifikante Verminderung der Motilitat
im Vergleich zur Kontrolle mit C6-konditioniertem Medium. Die starkste Abnahme war
bei der Konzentration von 10uM MK801 auf 88,56% + 5,15% zu sehen.
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n=18 n=18 n=3 n=6 n=6

Diagramm 3-14 |BIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von MK801 unter Normoxie-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen fiir 48h mit MK801; n=3-18; 20000
Zellen/cmz; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way
ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur
NormoxieC6 Kontrolle (NC6) und mit * im Vergleich zur Normoxie-Kontrolle (N).
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Bei der Applikation von MK801 Uber 48 Stunden blockierte die Konzentration von
100uM die Motilitat auf weniger als die Halfte der Kontrolle und zwar auf 45,58% =+
6,56%. So verschwanden die motilitdtsférdernden Einflisse des C6-konditionierten
Mediums und die Probe wurde mit der Kontrolle der unkonditionierten Mediumreihe
(52,59% + 3,27%) vergleichbar.

3.3.2.2 Blockade mit L701,324
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N + DMSO 48h 0,01uM 48h 0,1uM L701,324 48h 1uM L701,324 48h 10uM L701,324
L701,324
n=26 n=3 n=9 n=6 n=5

Diagramm 3-15 |BIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von L701,324 unter Normoxie-Bedingungen;
Behandlung der cerebEND-Zellen fir 48h mit L701,324; n=3-26; 20000 Zellen/cm?; dargestellt
sind die Mittelwerte +SEM

Bei der Zugabe des NMDAR-Blockers L701,324 konnte unter Verwendung des
unkonditionierten Mediums keine signifikante Auswirkung auf die Motilitdt beobachtet
werden.
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Diagramm 3-16 IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von L701,324 fur 4h unter Normoxie-Bedingungen mit
Cé6-konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen fir 4h mit L701,324 und
anschlieRende Weiterbehandlung mit C6-konditioniertem Medium fur 44h ohne L701,324;
n=6-12; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; statistische Signifikanz
(p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit * im
Vergleich zu Normoxie-Kontrolle (N).

Bei zusatzlicher Verwendung von C6-konditioniertem Medium senkte 10uM
L701,324 die Motilitat auf 80,37% + 5,30%, obwohl die Endothelzellen nur wéhrend
der ersten 4h der Behandlung dem Blocker ausgesetzt waren (knapp verfehlte
Signifikanz, p=0,055). Bei den Proben mit L701,324 wurde das Losungsmittel
DMSO benutzt und daher die Kontrollen ebenfalls mit diesem behandelt. Auffallig
war dabei die verminderte Zunahme der Motilitdt durch das C6-konditionierte
Medium bei DMSO-Anwendung.
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Diagramm 3-17 IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von L701,324 unter Normoxie-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen mit L701,324 fiir 48h, Verwendung
von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber ; n=6-12; 20000 Zellen/cmz;
dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA,
mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie-C6-
Kontrolle mit DMSO (NC6 + DMSO), mit * im Vergleich zu Normoxie-DMSO-Kontrolle
(N+DMSO).

Die Zugabe des NMDAR-Blockers L701,324 wéhrend des gesamten Versuchs zeigte
eine starkere Motilitatsverminderung als die Applikation der Substanz wahrend der
ersten vier Stunden. Jedoch war trotz des 12-fach langeren Zeitintervalls der
Applikationsdauer die weitere Motilitatsverlangsamung von 80,38% + 5,30% bei der
vierstindigen Applikation auf 71,39% + 3,02% bei der 44-stiindigen Applikation nur

zirka zehn Prozent, nun jedoch statistisch signifikant.
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3.3.3 NMDA-Rezeptor-Blockade wahrend OGD

180
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OGD 4h 1uM MK801 + | OGD 4h 10pM MK801 + OGD 4h 100uM MK801 +
44h 44h 44h

relative zugewachsene Flache [%]

n=23 n=6 n=7 n=12
Diagramm 3-18 |BIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von 4h MK801 unter OGD-Bedingungen; Behandlung

der cerebEND-Zellen fir 4h mit MK801, danach eine 44h Reoxygenierungsphase ohne
MK801; n=6-23; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Die Anwendung der Blockersubstanz MK801 wahrend der vierstiindigen OGD-Phase
zeigte interessante Tendenzen. Die erhdohte Motilitat von 138,34% + 15,82% unter
der 10uM MK801-Konzentration wurde so nicht erwartet. Auch die hohere
Konzentration von 100pM MKB801 zeigte noch eine Zunahme der Motilitdt auf

107,69% + 8,73%. Es konnte jedoch keine statistische Signifikanz erlangt werden.
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0

0C6 4h 1uM MK801 +  OC6 4h 10uM MK801 + OC6 4h 100uM MK801 +
44h 44h 44h

relative zugewachsene Flache [%]

n=17 n=6 n=6 n=6

Diagramm 3-19 IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von 4h MK801 unter OGD-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen fiir 4h mit MK801, danach eine
44h Reoxygenierungsphase, Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen
Versuch Uber; n=6-23; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; statistische
Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit
# im Vergleich zur OC6-Kontrolle (OC6); bei OC6-Bedingungen wurde die Konditionierung des
Mediums unter OGD-Bedingungen durchgefihrt.
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Wenn nun C6-konditioniertes Medium verwendet wurde, zeigte sich eine Umkehr der

zuvor beobachteten Reaktion. Die vierstiindige Anwendung der 10uM MK801-Ldsung

hemmte die Motilitat auf 85,66% + 6,11% signifikant. Die héheren und niedriger

konzentrierten Lésungen hatten wiederum keine signifikanten Effekte, jedoch lieRen

sich Tendenzen erkennen.
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Diagramm 3-20

0C6 + DMSO 0C6 4h 0,1uM L701,324 + OC6 4h 1uM L701,324 + OC6 4h 10pM L701,324 +
44h 44h 44h
n=12 n=6 n=6 n=6

IBIDI® Motilitatsassay, Auswirkungen von 4h-L701,324 unter OGD-Bedingungen mit C6-
konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen fiir 4h mit L701,324, danach eine
44h Reoxygenierungsphase, Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen
Versuch Uber; n=6-12; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; bei OC6-
Bedingungen wurde die Konditionierung des Mediums unter OGD-Bedingungen durchgefihrt.

Die Zugabe von L701,324 nur wahrend der OGD-Phase zeigte keine signifikante
Veranderung des Motilitatsverhalten, egal ob mit oder ohne (nicht dargestellt) Zugabe
von C6-konditioniertem Medium.
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Bildaufnahmen der IBIDIs® mit dem Mikroskop (10-fache Vergréf3erung)

OGD + C6 konditioniertes Medium Oh

OGD + C6 konditioniertes Medium 48h

OGD + C6 konditioniertes Medium + MK801 100uM wéhrend 44h Reoxygenierungsphase Oh

OGD + C6 konditioniertes Medium + MK801 100uM wéhrend 44h Reoxygenierungsphase 48h

Abbildung 3-2  Aufnahmen von cerebEnd (10-fach) wahrend Ischamie bei Motilitatsversuchen mit ibidi®
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3.3.4 NMDA-Rezeptor-Blockade nach OGD als Therapieansatz
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Diagramm 3-21 |BIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von MK801 unter OGD-Bedingungen; Behandlung der
cerebEND-Zellen wahrend des ganzen Versuchs mit MK801, 4h OGD, danach eine 44h
Reoxygenierungsphase; n=3-23; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM,;
statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak)
dargestellt mit # im Vergleich zur OGD-Kontrolle (OGD).

Bei den Motilitatsversuchen unter ischamischen Bedingungen und Zugabe von dem
NMDA-Rezeptor-Blocker MK801 wahrend des ganzen Versuchs zeigte sich eine
deutliche Motilitdtsverlangsamung unter hoheren MK801-Konzentrationen. Die
Motilitat wurde bei 100uM MK801 signifikant auf ein Viertel (26,43% + 5,99%) der
Kontrolle gedrosselt. Dies war nochmals eine Zunahme zu der Wirkung von 100uM
MK801 unter Normoxie, welche dort die Motilitdt auf ungefahr die Halfte (58,51% +
3,46%) im Vergleich zur Kontrolle reduzierte.
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Diagramm 3-22 IBIDI® Motilitatsassay, Auswirkungen von MK801 in der Reoxygenierungsphase unter OGD-
Bedingungen mit C6-konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen mit 4h-OGD-
Phase, danach eine 44h Reoxygenierungsphase mit MK801, Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=3-23; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind
die Mittelwerte +SEM; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-
hoc: Dunn’s Test) dargestellt mit # im Vergleich zur OC6-Kontrolle (OC6), mit * im Vergleich
zur OGD-Kontrolle (OGD); bei OC6-Bedingungen wurde die Konditionierung des Mediums
unter OGD-Bedingungen durchgefiihrt.

Der Versuchsaufbau mit der Anwendung von MK801 nach der OGD-Phase mit C6-
konditioniertem Medium war das Experiment mit gro3ter klinischer Relevanz. Das C6-
konditionierte Medium sollte das die Endothelzellen umgebende Astrozytenmilieu
reprasentieren und die Anwendung von MK801 nach der OGD-Phase die Mdglichkeit,
nach Diagnose der Ischamie, beispielsweise bei einem Schlaganfall, therapeutisch
zu intervenieren. Bei der Auswertung sah man nun, dass die héchste Konzentration
von MK801 mit 100uM die C6-Effekte vollig blockiert hat (36,57% + 6,32%) und die
Motilitdt sogar noch starker als die OGD-Kontrolle (45,59% =+ 4,69%) mit

unkonditionierten Medium hemmte.
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Diagramm 3-23 |IBIDI® Motilitdtsassay, Auswirkungen von L701,324 unter OGD-Bedingungen; Behandlung
der cerebEND-Zellen mit 4h-OGD-Phase, danach eine 44h Reoxygenierungsphase mit
L701,324; n=6; 20000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM;

Bei der Zugabe des Glycin-Antagonisten L701,324 wahrend der
Reoxygenierungsphase konnte tendenziell eine Beschleunigung der Motilitat
beobachtet werden. Die Anwendung hdherer Konzentrationen von L701,324 als

10uM war nicht mdglich, da diese avital fur die Zellen waren.
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Diagramm 3-24 IBIDI® Motilitatsassay, Auswirkungen von L701,324 in der Reoxygenierungsphase unter
OGD-Bedingungen mit C6-konditioniertem Medium; Behandlung der cerebEND-Zellen mit 4h-
OGD-Phase, danach eine 44h Reoxygenierungsphase mit L701,324, Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch tber; n=3-12; 20000 Zellen/cmz; dargestellt sind
die Mittelwerte +SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher
Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur OGD-C6-Kontrolle mit DMSO
(OC6 + DMSO); bei OC6-Bedingungen wurde die Konditionierung des Mediums unter OGD-
Bedingungen durchgefihrt.

Das Ce6-konditionierte Medium zeigte eine deutliche Veranderung des
Motilitdtsverhaltens der cerebENDs bei L701,324-Behandlung im Vergleich zur
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Verwendung von unkonditionierten Medium. Die Konzentration von 10uM L701,324
verringerte die Motilitat signifikant auf 81,76% = 4,29%.

Insgesamt betrachtet war die motilitAtshemmende Wirkung von 100uM MK801 bei
OGD+MK801 wahrend des ganzen Versuchs (25,78% * 6,26%) am starksten,
wahrend es Uber die Konditionen OGD+C6+MK801 nach 4h (36,57% * 6,32%) und
Normoxie+C6+MK801 (45,58% =+ 6,56%) schwéacher wurde und dann bei
Normoxie+MK801 (58,51% =+ 3,46%) mit 41% weniger zugewachsener Flache im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen die schwachsten Effekte zeigte. Bei der nur
vierstiindigen Applikation wahrend der OGD-Phase zeigte sich nur eine Signifikanz
bei der Konzentration von 10uM mit C6-konditioniertem Medium (85,66% + 6,11%).

Es konnte also weiterhin von oben genannter These ausgegangen werden, dass die
Endothelzellen unter ischamischen Bedingungen anfalliger fur externe Stimuli sind.
Eine entscheidende Rolle muss auch dem C6-konditioniertem Medium zukommen,
da erst durch dessen Verwendung die eigentlich erwarteten Effekte der NMDA-
Rezeptor-Inhibitoren  eintraten. Aus diesem Grunde, um ein mdglichst
wirklichkeitsgetreues Modell der Blut-Hirn Schranke bieten zu kdnnen, wurden bei der
Kultivierung der Zellen fur die folgenden mRNA- und Proteinanalysen C6-

konditioniertes Medium verwendet.

3.4 Einfluss von Ischamie und NMDA-Rezeptor-Inhibitoren auf die

MRNA-Expression ischamierelevanter Zielstrukturen

Ob den gewonnen Erkenntnissen und Ergebnissen aus den Motilitdtsversuchen
RNA-Regulationsvorgdnge zu Grunde liegen, wurde an Hand von qPCR-Analysen
untersucht.

Es wurden dabei der Hypoxie-induzierbare Faktor 1a (HIF1-a), der die Angiogenese
stimulierende Wachstumsfaktor VEGF und dessen Rezeptor sowie Tie2, eine
Tyrosinkinase welche ein Rezeptor flr Angiopoetinl ist, untersucht. Des Weiteren
wurden die mRNA der Matrix Metalloproteinasen 2,3 und 9 und deren Gegenspieler
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) und -3 auf Regulationen untersucht.
Zunachst wurden die C6-Glioma-Zellen fur vier Stunden entweder Normoxie- oder

OGD-Bedingungen ausgesetzt, um das konditionierte Medium fur den folgenden
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Versuch zu gewinnen. Dann wurden die cerebEND-Zellen einer vierstindigen

Behandlung ausgesetzt, um dann mit der Probengewinnung beginnen zu kdnnen.

3.4.1 Hypoxie-induzierbarer Faktor 1a
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Diagramm 3-25 gPCR HIF1-a: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM.

Allein das C6-konditionierte Medium erhdhte die mRNA-Menge von HIF1-a von 1,00
+ 0,03 wahrend der Normoxie auf 1,42 + 0,18. Es liel3 sich auch eine Zunahme von
HIF-1a durch die OGD-Behandlung sehen, so nahm die mRNA-Menge auf 1,49 +
0,08 wahrend der OGD bei Verwendung von unkonditionierten Medium zu.
Synergistisch wurde auch bei den Versuchen mit C6-konditionierten Medium die HIF-
1a mRNA-Menge bei OC6 auf 1,87 = 0,31 angehoben. Es konnte jedoch keine
statistische Signifikanz erreicht werden.
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Diagramm 3-26 gPCR HIF1-a: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-
Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zu NC6, + im Vergleich zu NC6+DMSO.

Bei den Proben, welche fiir die Testung der Blockersubstanzen akquiriert wurden,
zeigte sich nun ein statistisch signifikanter Einfluss der OGD auf die mRNA-Synthese
von HIF1-a. So stieg die Menge beispielsweise von 0,67 = 0,02 bei NC6 auf 1,00
0,03 bei OC6 an.

3.4.2 Vascular endothelial growth factor a
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Diagramm 3-27 gPCR VEGFa: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditionierten Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM.

Die mRNA-Analyse der Regulierung von VEGFa zeigte eine deutliche Zunahme an
MRNA bei der Behandlung mit OGD. Die statistische Signifikanz wurde bei dem
Vergleich bei Verwendung von konditioniertem Medium zwischen NC6 mit 1,10 + 0,30
und OC6 mit 12,96 + 7,62 knapp verfehlt (p=0,056).
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Diagramm 3-28 gPCR VEGFa: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Tukey-Test)
dargestellt mit # im Vergleich zu NC6 und mit + im Vergleich zu NC6+DMSO.

Die vierstiindige Therapie mit 100uM MK801 zeigte bei der Verwendung von C6-
konditioniertem Medium und OGD eine statistisch signifikante Zunahme an VEGFa

auf MRNA-Ebene von 1,00 + 0,01 bei OC6 auf 1,13 + 0,04 bei der Therapie mit 200uM
MK 801.

3.4.3 Vascular endothelial growth factor receptor 2

1,4

1,2

1,0
<C
g *
€ 0,8
2
o 0,6
O
x

0,4

0,2

0,0

N N C6 0GD 0OGD C6

Diagramm 3-29 gPCR VEGFR-2: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher
Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit * im Vergleich zu NC6.

Die mRNA des VEGFR-2 wurde unter OGD-Bedingungen und der Verwendung von
C6-konditioniertem Medium im Vergleich zur Normoxie-C6-Probe von 1,09 + 0,13 auf
0,61 + 0,10 signifikant herunterreguliert.
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Diagramm 3-30 gPCR VEGFR-2: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-
Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zu NC6 und mit + im Vergleich zu NC6+DMSO.

Aus der Verwendung von Blockersubstanzen resultierte keine statistisch signifikante
Regulierung der mRNA des VEGF-Rezeptors-2. Die OGD bewirkte jedoch eine
signifikante Abnahme der mRNA des VEGFR-2, wie im Vordiagramm beschrieben,
von 1,71 + 0,10 unter NC6-Bedingungen auf 1,00 + 0,03 unter OC6-Bedingungen.

3.44 Tie2
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Diagramm 3-31 gPCR Tie2: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM.

Tie2 zeigte eine Regulierung unter OGD-Bedingungen. So nahm die mRNA bei
Verwendung von unkonditioniertem Medium von 1,00 + 0,02 unter Normoxie auf 0,81

+ 0,07 unter OGD ab. Bei Verwendung von C6-konditioniertem Medium war die
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Abnahme von 1,06 + 0,11 unter NC6 auf 0,65 + 0,10 unter OC6-Bedingungen noch
starker. Eine statistische Signifikanz konnte leider nicht erreicht werden.
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Diagramm 3-32 gPCR Tie2: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium; Blocksubstanzen
MK801 100 uM und L701,324 10uM wéahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; + SEM; statistische
Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Tukey Test) dargestellt mit #
im Vergleich zu NC6.

Die zuvor beschriebene Regulierung unter OGD-Bedingungen liel3 sich auch bei den
Versuchen mit NMDAR-Blockern feststellen. So nahm die mRNA unter NC6 von 1,48
+ 0,08 auf 1,00 + 0,02 unter OC6 ab. Bei der Anwendung von 100uM MK 801 unter
OC6-Bedingungen zeigte sich nun eine signifikante Abnahme der mRNA auf 0,92 +
0,02 im Vergleich zu NC6.

3.4.5 Matrix-Metalloproteinase 2
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Diagramm 3-33 gPCR MMP2: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; = SEM;
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Bei der Gegenuberstellung Normoxie und OGD mit konditioniertem Medium lie3en
sich Tendenzen erahnen, jedoch war keine statistische Signifikanz zu berichten. So
nahm die Menge an MMP2 mRNA zwischen NC6 1,06 + 0,07 und OC6 auf 0,94 +
0,04 ab.
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Diagramm 3-34 gPCR MMP2: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM.

Die oben genannten Tendenzen konnten auch bei der Verwendung von NMDAR-
Blockersubstanzen gesehen werden, allerdings waren keine signifikanten

Auswirkungen beobachtbar.

3.4.6 Matrix-Metalloproteinase 3
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Diagramm 3-35 gPCR MMP3: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditionierten Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM.
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Das C6-konditionierte Medium bewirkte eine Zunahme der mRNA (nicht signifikant)
in der Normoxie von 1,0 = 0,04 auf 5,80 + 1,92 und in der OGD von 0,97 * 0,20 auf
4,58 + 2,10.
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Diagramm 3-36 gPCR MMP3: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Tukey Test)
dargestellt mit # im Vergleich zu NC6+MK801 100uM.

Bei der Betrachtung der MMP3-mRNA Regulierung zeigten sich tendenziell eine
Zunahme durch die Blockersubstanzen unter Normoxie-Bedingungen, im Falle von
100uM MK 801 von 1,26 + 0,13 bei den NC6-Kontroll-Bedingungen auf 1,70 + 0,26
mit MK 801. Bei der Behandlung mit 10uM L701,324 war ebenfalls eine Tendenz zu
erkennen, welche jedoch mit einem Anstieg bei der Kontrollldsung NC6+DMSO von
1,27 £ 0,12 auf 1,48 + 0,27 mit L701,324 schwéacher war als bei MK801. Es konnte
jedoch in keinem der beiden Falle das Signifikanz-Niveau erreicht werden. Die
tendenziellen Effekte waren wéahrend den zusatzlichen OGD-Bedingungen nicht mehr
vorhanden. Die einzige Signifikanz zeigte der Vergleich der 100uM MK801-Proben.
Dabei war eine Abnahme der mRNA-Menge, was beim Vergleich der
Kontrolllésungen ohne Blocker nur zu vermuten war, von 1,70 £ 0,26 unter NC6-
Bedinungen + 100uM MK801 auf 1,00 + 0,05 bei OC6-Bedingungen + 100uM MK801
zu beobachten.
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3.4.7 Matrix-Metalloproteinase 9
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Diagramm 3-37 gPCR MMP9: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM.

Bei der Auswertung der mRNA von MMP9 zeigten sich bei der Verwendung von C6-
konditioniertem Medium unter den unterschiedlichen Bedingungen Normoxie und
OGD unterschiedliche Tendenzen. So nahm die mRNA-Menge bei den Proben der
Normoxie von 1,00 + 0,06 auf 0,80 + 0,10 bei Verwendung von C6-konditioniertem
Medium ab. Im Gegensatz dazu stieg die mMRNA-Menge von 0,90 + 0,18 unter OGD-
Bedingungen auf 1,03 + 0,06 mit konditioniertem Medium. Aber dies waren nur

Tendenzen, eine Signifikanz konnte nicht gefunden werden.
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Diagramm 3-38 gPCR MMP9: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-
Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zu NC6, mit + im Vergleich zu NC6 + DMSO.
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Die OGD verdreifachte fast die MMP9 mRNA von 0,44 = 0,05 unter NCG6-
Bedingungen auf 1,00 * 0,05 unter zusatzlicher OGD signifikant. Fir die
Blockersubstanzen konnten zwar MMP9 mRNA-steigernde Tendenzen unter
Normoxie erahnt werden (0,57 £ 0,06 bei NC6 MK801 100uM), aber in der
statistischen Analyse wurde das Signifikanz-Niveau verfehlt.

3.4.8 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1
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Diagramm 3-39 gPCR TIMP-1: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM.

Bei den Daten der mRNA-Analyse von TIMP-1 liel3 sich festhalten, dass das C6-
konditionierte  Medium  keinen Einfluss auf die Regulierung hatte.

1,2
1,0

0,8

0,6
0,
0,
0,0

NC6 MK~ NC6 DMSO  NC6 L701 0OGD Cé OC6 MK  0OC6 DMSO  0OCe6 L701

x-fache mRNA

H

N

Diagramm 3-40 gPCR TIMP-1: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditionierten Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-
Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zu NC6, mit * im Vergleich zu OC6, mit + im Vergleich zu
NC6+DMSO.
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Bei den Versuchen mit den Blockersubstanzen konnte man unter OGD eine Reihe an
Regulierungen sehen. So war zunachst die OGD bei der Verwendung von C6-
konditioniertem Medium anzuftihren, welche die mRNA von TIMP-1 signifikant von
0,47 = 0,03 bei NC6-Bedingungen auf 1,00 £ 0,03 mehr als verdoppelte. Unter OC6-
Bedingungen wurde durch 100uM MK801 diese Zunahme der mRNA signifikant auf
0,74 = 0,03 gedrosselt.

3.4.9 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3
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Diagramm 3-41 gPCR TIMP-3: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditioniertem Medium, n=4; 40000
Zellen/cm?; + SEM; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-
hoc: Tukey Test) dargestellt mit # im Vergleich zu NC6.

Die OGD-Bedingungen zeigten eine Zunahme der TIMP-3 mRNA, wobei eine
Signifikanz nur beim Vergleich der beiden Extremwerte erreicht werden konnte (NC6:
0,82 +£0,12 vs. OGD 1,49 + 0,07).
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Diagramm 3-42 gPCR TIMP-3: 4h Normoxie bzw. OGD; mit oder ohne konditionierten Medium;
Blocksubstanzen MK801 100 uM und L701,324 10uM wéahrend 4h; n=6; 40000 Zellen/cm?; +
SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-
Sidak) dargestellt mit + im Vergleich zu NC6+DMSO.

Die zuvor gesehene Tendenz unter C6-konditioniertem Medium liel3 sich nicht mehr
nachvollziehen. Jedoch zeigte die Therapie mit 10uM L701,324 unter OC6-
Bedingungen einen signifikanten Anstieg der TIMP-3 mRNA von 0,94 + 0,03 bei der
Kontrolllbsung NC6+DMSO auf 1,13 + 0,03.

3.5 Einfluss von Ischadmie und NMDA-Rezeptor-Inhibitoren auf

barriererelevante Proteine

Die Analyse der cerebEND Endothelzellen mittels Western Blot sollte mechanistische
Aufschlisse geben. Es wurde die Regulation der Kinasen ERK und akt, welche an
Signalwegen  der  Barriereintegritat  beteiligt sind, an Hand ihres
Phosphorylierungsgrads analysiert. Des Weiteren wurden Strukturproteine der Blut-
Hirn Schranke wie Occludin und Claudin-5 untersucht.

Die Probengewinnung erfolgte entweder nach Behandlung mit 4h OGD + NMDAR-
Blockern oder nach 4h OGD mit anschlieRender 20h Reoxygenierung + NMDAR-
Blockern.
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3.5.1 Western Blot pERK/ERK

Die MAP-Kinase ERK wird durch Phosphorylierung aktiviert. So kann durch den
Vergleich der phosphorylierten Form mit der nicht-phosphorylierten Form auf

Aktivierungsvorgange zurtick geschlossen werden.

3.5.1.1 Western Blot pERK/ERK nach 4h

55 kDa I

B e . . s
35kDa  p—
Abbildung 3-3 Western Blot: pERK nach 4h Behandlung

N OGD NC6 0oC6 0oC6 NC6 NC6 0C6 0C6 NC6
+ + + + + +
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Abbildung 3-4 Western Blot: ERK nach 4h Behandlung
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Diagramm 3-43 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditionierten Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von ERK nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-konditioniertem
Medium den ganzen Versuch uber; n=6; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte
+SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Tukey
Test) dargestellt mit # im Vergleich zu Normoxie (N).

Die vierstiindige Behandlung der Zellen wahrend der OGD-Phase bewirkte eine
verstarkte Phosphorylierung und damit Aktivierung des ERK-Proteins auf 194,45% +
23,56%. Die Verwendung von Cé6-konditioniertem Medium verminderte den
Phosphorylierungsgrad bei der Normoxie-C6-Behandlung auf 84,14% + 13,21%. Bei
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der zusatzlichen Ischamie steigerte sich der Phosphorylierungsgrad, vergleichbar der
OGD-Behandlung unter Normoxie, auf 175,57% + 46,25% bei OC6.
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Diagramm 3-44 Western Blot, Auswirkungen von MK801 100uM wéhrend OGD und C6-konditionierten
Medium auf den Phosphorylierungsgrad von ERK nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=6; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.

Die Blockersubstanz MK801 bewirkte mit einer Konzentration von 100uM keine
signifikante Variation des Phosphorylierungsgrades. Bei der Behandlung mit OGD
sowie C6-konditioniertem Medium liel3 sich aber eine Tendenz zu einem erhdhten

Phosphorylierungsgrad erkennen.
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Diagramm 3-45 Western Blot, Auswirkungen von L701,324 10uM wéahrend OGD und C6-konditioniertem
Medium auf den Phosphorylierungsgrad von ERK nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=6; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte £+SEM; statistische Signifikanz (p<0,05, Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc:
Tukey Test) dargestellt mit # im Vergleich zu NC6 DMSO.

Bei der Verwendung von L701,324 mit einer Konzentration von 10uM konnte, wie
schon oben bei 100uM MK801, kein Unterschied im Phosporylierungsgrad von ERK
bei Normoxie festgestellt werden. Eine Tendenz war bei der OC6-Bedingung jedoch
ebenfalls zu sehen, jedoch gerade entgegengesetzt als bei MK801. Es zeigte sich
eine Abnahme der Phosphorylierung von 212,42% + 33,69% bei der OC6-Kontrolle
mit DMSO auf 183,72% + 31,64% bei der Zugabe von 10uM L701,324-L6sung.

3.5.1.2 Western Blot pERK/ERK nach 24h

Den Versuchen Uber 24h folgte nach der vierstiindigen OGD-Phase eine 20-stlindige
Reoxygenierungsphase unter Normoxie-Bedingungen mit den Blockersubstanzen,
was einem klinischen Therapieansatz entsprechen soll.
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Abbildung 3-5 Western Blot: pERK nach 24h Behandlung
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Abbildung 3-6 Western Blot: ERK nach 24h Behandlung
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Diagramm 3-46 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von ERK nach 4h OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase;
Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=4; 40000

Zellen/cmz; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Die Analyse der Proben nach 24 Stunden zeigte einen spiegelbildahnlichen Verlauf

im Vergleich zu den vierstindigen Proben. Wiederum konnte keine Signifikanz

berichtet werden. Jedoch waren die Tendenzen auch hier zu sehen. So bewirkte die

OGD und das Ce6-konditionierte Medium genau das Gegenteil als bei den

vierstiindigen Proben. Die Verwendung von C6-konditioniertem Medium bewirkte

einen héheren Phosphorylierungsgrad auf 163,89% + 55,84% bei der Normoxie-C6-

Behandlung und die OGD-Therapie eine Abnahme der Phosphorylierung auf 75,62%

+ 14,86%.
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Diagramm 3-47 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von ERK nach 4h OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit
100uM MK801; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=4;
40000 Zellen/cmz?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Die Therapie mit 100uM MK801 wahrend der Reoxygenierungsphase zeigte quasi
keine Effekte.
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Diagramm 3-48 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von ERK nach 4h OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit
10uM L701,324; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch tber; n=4;
40000 Zellen/cmz?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Auch die Therapie mit 10uM L701,324 hatte weder wéahrend der Normoxie noch
wahrend der OGD bei der Verwendung von C6-konitioniertem Medium Auswirkungen
auf den Phosphorylierungsgrad von ERK.
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3.5.2 Western Blot pAkt/Akt

Die Serin/ Threonin-Kinase Akt (Proteinkinase B) besteht aus drei Isoformen Akt1/2/3
und wird durch Phosphorylierung aktiviert. Sie ist an der Regulation von Apoptose,

weiteren Zellzyklusvorgangen und auch der Steuerung von Migration beteiligt.

3.5.2.1 Western Blot pAkt/Akt nach 4h

70 kDa R
— — — — L e e — -
55 kDa  e—

Abbildung 3-7 Western Blot: pAkt nach 4h Behandlung
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Abbildung 3-8 Western Blot: Akt nach 4h Behandlung
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Diagramm 3-49 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von Akt nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-konditioniertem
Medium den ganzen Versuch tber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte
+SEM.

Phosphorylierungsgrad [%]

Bei den 4-h-Proben mit dem Zielprotein Akt beziehungsweise dessen
Phosphorylierungsgrad konnten nur leichte Tendenzen gesehen werden. So steigerte
die OGD, wie die Verwendung von C6-konditioniertem Medium, die Phosphorylierung
des Proteins. So konnte bei Vorliegen beider Bedingungen, also bei den OC6-Proben,
der Phosphorylierungsgrad von Akt bis auf 130,76% + 18,03% steigen.
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Diagramm 3-50 Western Blot, Auswirkungen von MK 801 100uM wéhrend OGD und C6-konditioniertem
Medium auf den Phosphorylierungsgrad von Akt nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch ber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.

Die Blockersubstanz MK801 hatte mit der Konzentration 100uM einen senkenden
Effekt auf den Phosphorylierungsgrad von Akt. Wahrend beiden Bedingungen wurde
eine Senkung von etwa 10% erreicht. So wurde unter Normoxie und C6-
konditioniertem Medium mit 100 pM MK 801 eine Senkung von 123,59% + 18,43%
ohne Blocker auf 112,33% + 15,87% mit Blocker erreicht. Unter OGD Bedingungen
fand eine Absenkung des Grades an Phosphorylierung von 130,76% + 18,03% ohne
Blocker auf 120,18% + 7,19% mit Blocker statt.

- 80 -



300

250

200
150
100

| I
0

NC6 DMSO NC6 L701,324 0C6 bDMSO 0C6 L701,324

Phosphorylierungsgrad [%]

o

Diagramm 3-51 Western Blot, Auswirkungen von L701,324 wahrend OGD und C6-konditioniertem Medium auf
den Phosphorylierungsgrad von Akt nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=4; 40000 Zellen/cmz?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.

Der Glycin-Antagonist L701,324 mit der Konzentration 10uM férderte unter Normoxie-
Bedingungen wie unter OGD die Phosphorylierung von Akt. Die Steigerung mit C6
konditioniertem Medium unter Normoxie von 156,82% + 34,04% ohne Blocker auf
193,16% + 37,57% mit Blocker fiel schwacher aus, als unter OGD-Bedingungen,
wahrend derer eine Steigerung der Phosphorylierung von 158,10% + 29,17% ohne

Blocker auf 221,49% + 40,82% mit Blocker zu verzeichnen war.

3.5.2.2 Western Blot pAkt/Akt nach 24h

Abbildung 3-9 Western Blot: pAkt nach 24h Behandlung

N OGD NC6 0ocC6 0oC6 NC6 NC6 0oC6 0oC6 NC6
+ + + + + +
MK801 MK801 DMSO DMSO L701,324 L701,324

70 kDa NN

55 kDa n— .
Abbildung 3-10 Western Blot: Akt nach 24h Behandlung

Fur die Kinase Akt wurden ebenfalls Proben, welchen nach der vierstiindigen OGD-

Behandlung eine 20-stiindige Reoxygenierungsphase folgte, analysiert.
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Diagramm 3-52 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von Akt nach 4h OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase;
Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch tber; n=4; 40000
Zellen/cmz; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM,; statistische Signifikanz (p<0,05, one-way
ANOVA, mehrfacher Vergleichstest: Holm-Sidak) dargestellt mit # im Vergleich zur Normoxie-
Cé6-Kontrolle (NC6).

Phosphorylierungsgrad [%]

Die 24h-Proben zeigten deutlichere Ergebnisse als die 4h Proben. So verminderte
die OGD-Therapie den Phosphorylierungsgrad um knapp 40% von 100% bei der
Normoxie-Kontrolle auf 63,59% =+ 4,68% (nicht signifikant). Bei gleichzeitiger
Verwendung von C6-konditioniertem Medium war der Effekt der Blockierung der
Phosphorylierung von 107,83% + 18,14% bei den NC6-Proben auf 49,78% + 8,27%

bei den OC6-Proben mit tiber 50% noch starker und nun statistisch signifikant.
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Diagramm 3-53 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von Akt nach 4h OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit
100uM MK801; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=4;
40000 Zellen/cmz; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM; statistische Signifikanz (p<0,05,
Kruskal Wallis ANOVA on ranks, post-hoc: Tukey Test) dargestellt mit # im Vergleich zur
Normoxie-Kontrolle (N).

Die Blockersubstanz MK801 hatte keinerlei Effekte auf den Phosphorylierungsgrad

von Akt bei der Anwendung in der 20-stindigen Reoxygenierungsphase. Die Effekte

der OGD wurden bei Diagramm 3-52 erlautert.
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Diagramm 3-54 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf den
Phosphorylierungsgrad von Akt nach 4h OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit
10uM L701,324; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den ganzen Versuch iber; n=4;
40000 Zellen/cmz?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Der Effekt des Ce6-konditionierten Mediums wurde bei der Verwendung des
Losungsmittels DMSO verstarkt auf 153,91% + 40,16%. L701,324 konnte die
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Phosphorylierung von Akt auf 126,95% + 28,30% blockieren. Die OGD-Behandlung
inhibierte ebenfalls die Phosphorylierung auf 73,93% * 10,04% unter OC6+DMSO-
Bedingungen. Unter diesen OC6-Bedingungen foérderte nun aber L701,324 die
Phosphorylierung von Akt auf 89,72% + 11,84%.

3.5.3 Western Blot Occludin

Occludin ist ein Markerprotein fur Occludenskontakte. Daher wurde es auch in dieser
Arbeit untersucht, da die Occludenskontakte, wie eingangs erwahnt, die Dichtigkeit
der Blut-Hirn Schranke bestimmen. Die Schaubilder zeigen den Quotienten aus
Occludin und -Actin.

3.5.3.1 Western Blot Occludin nach 4h
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N OGD NC6 0C6 0C6 NC6 NC6 0C6 0C6 NC6
+ + + + + +
MK801 MK801 DMSO DMSO L701,324 L701,324

Abbildung 3-11 Western Blot: Occludin (65kDa) und 3-actin (42kDa) nach 4h Behandlung
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Diagramm 3-55 Western Blot, Auswirkungen von MK 801 100uM wéhrend OGD und C6-konditioniertem
Medium auf Occludin nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den
ganzen Versuch Uber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Sowohl die OGD-Bedingung als auch das C6-konditionierte Medium bewirkten einen
Anstieg der Proteinmenge an Occludin. So zeigte sich unter der OC6-Bedingung ein
Anstieg der Occludinmenge im Vergleich zur Normoxie auf bis zu 1,75-fach + 0,30
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(nicht signifikant). Der Blocker MK801 bewirkte unter OCG6-Bedinungen eine
Abnahme auf das Niveau der NC6-Proben von 1,43-fach im Vergleich zur Normoxie.
Unter NC6-Bedingungen zeigte MK801 keinen Einfluss auf die Proteinmenge von

Occludin.
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Diagramm 3-56 Western Blot, Auswirkungen von L701,324 10uM wéhrend OGD und C6-konditioniertem
Medium auf Occludin nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den
ganzen Versuch Uber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Bei der Verwendung von DMSO und dem Blocker L701,324 zeigten sich, bis auf die
Zunahme der Occludin Proteinmenge um das 1,73 fache + 0,58 bei der Verwendung

von C6-konditioniertem Medium, keine Effekte.

3.5.3.2 Western Blot Occludin nach 24h

Fur Occludin  wurden ebenfalls Analysen nach einer 20-stindigen
Reoxygenierungsphase durchgefiihrt, nachdem die Zellen zuvor vier Stunden der

OGD ausgesetzt waren.

70 kDa  m—
L —— e e ——— e D e G

| — — — — o —

35kDa  m—

55 kDa  me—

N OGD NC6 0ocC6 0ocC6 NC6 NC6 0oC6 0oC6 NC6
+ + + + + +
MK801 MK801 DMSO DMSO L701,324 L701,324

Abbildung 3-12 Western Blot: Occludin (65kDa) und 3-actin (42kDa) nach 4h OGD und 20h
Reoxygenierung mit Blocker
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Diagramm 3-57 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf Occludin nach 4h
OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit MK 801 100uM; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch Uber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.

Wie bei den 4h-Proben wurde auch bei den 24h Proben durch die OGD-Bedingung
und das C6-konditionierte eine Zunahme der Occludinproteinmenge beobachtet
(nicht signifikant). Ein Effekt des Blockers MK801 konnte vermutet werden. So
bewirkte dieser eine Zunahme der Occludinproteinmenge unter Normoxie-
Bedingungen von 1,76-fach + 0,58 auf 2,06-fach * 0,56.

5,00
4,50

4,00

3,50
3,00
2,50
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0,50 .
0,00
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Diagramm 3-58 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf Occludin nach 4h
OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit L701,324 10uM; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch uber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.
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Bei der Anwendung des Losungsmittels DMSO zeigte sich eine Steigerung der
Proteinmenge durch das C6-konditionierte Medium auf 1,93-fach + 0,48 und eine
weitere Steigerung durch die OGD-Bedingung auf 2,65-fach = 0,89. Der Blocker
L701,324 hatte wahrend den unterschiedlichen Bedingungen spiegelbildahnliche
Effekte. So bewirkte dieser unter OCG6-Bedingungen eine Abnahme der
Occludinproteinmenge auf 2,05-fach + 0,69 und eine Steigerung der Proteinmenge
unter NC6-Bedingungen auf 3,17-fach + 1,27.

3.5.4 Western Blot Claudin-5

Die Familie der Claudine ist ebenfalls Bestandteil der Struktur der Blut-Hirn Schranke.
Daher wurde auch in dieser Arbeit ein Teil dieser Familie, das Claudin-5,
nachgewiesen und eine Beeinflussung dieses untersucht. Zunéchst werden, wie bei
den anderen Zielproteinen, die 4h Proben dargestellt, welchen dann die Auswertung
der 24h-Proben folgt.

3.5.4.1 Western Blot Claudin-5 nach 4h

55 kDa = e—

T e c—— | — — — — — —
35 kDa  e—

Abbildung 3-13 Western Blot: 3-actin (42kDa) nach 4h Behandlung

N OGD NC6 0oC6 0oC6 NC6 NC6 0OC6 0C6 NC6
+ + + + + +
MK801 MK801 DMSO DMSO L701,324 L701,324

25 kDa — m—

T ———

15 KD
Abbildung 3-14 Western Blot: Claudin-5 (ca. 22-24kDa) nach 4h Behandlung
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Diagramm 3-59 Western Blot, Auswirkungen von MK801 100uM wéahrend OGD und C6-konditioniertem
Medium auf Claudin-5 nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den
ganzen Versuch tber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.

Auch bei Claudin-5 konnte, wie bei Occludin nachzuweisen war, durch die OGD-
Behandlung sowie das C6-konditionierte Medium die Proteinmenge gesteigert
werden. So war unter der OC6-Bedingung die 1,51-fache * 0,24 Proteinmenge
nachzuweisen. 100pM MK 801 als Blocker bewirkte eine Absenkung der
Proteinmenge auf 1,11-fach + 0,21, was ungeféahr das Niveau bei NC6 (1,21-fach +
0,14) entsprach. Auch wahrend der Normoxie verringerte MK801 die Proteinmenge
auf 1,06-fach + 0,20.

1,40
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1,00
0,6

0,40
0,20
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o
[
o
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Diagramm 3-60 Western Blot, Auswirkungen von L701,324 10uM wéhrend OGD und C6-konditioniertem
Medium auf Claudin-5 nach 4h Behandlung; Verwendung von C6-konditioniertem Medium den
ganzen Versuch tber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die Mittelwerte +SEM.
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Bei der Anwendung von DMSO und der Blockersubstanz L701,324 lie3en sich keine
Effekte nachweisen, bis auf eine Reduzierung der Claudin-5-Proteinmenge durch die
OC6-Behandlung auf 0,72-fach + 0,18. Diese Abnahme der Proteinmenge stand im
Gegensatz zu der Zunahme unter OC6-Behandlung ohne DMSO.

3.5.4.2 Western Blot Claudin-5 nach 24h

55 kDa -

| — — — — o — —

35kDa  ee—

Abbildung 3-15 Western Blot: R-actin (42kDa) nach 4h OGD und 20h Reoxygenierung mit Blocker

N OGD NC6 0OCé6 0C6 NC6 NC6 0Cé6 0Cé6 NC6
+ + + + + +
MK801 MK801 DMSO DMSO L701.324 L701.324

25kDa  mem—

———— e e e a—— e -
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Abbildung 3-16 Western Blot: Claudin-5 (ca.25kDa) nach 4h OGD und 20h Reoxygenierung mit Blocker
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Diagramm 3-61 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf Claudin 5 nach 4h
OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit MK 801 100uM; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch uber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.

Fur den Blocker MK801 lieRBen sich bei der Analyse der Proben mit vierstiindiger
OGD-Behandlung und anschlieRender 20-stiindiger Reoxygenierungsphase keine
Effekte nachweisen. Lediglich die reine OGD-Behandlung zeigte eine leichte

Erhohung der Proteinmenge von Claudin-5 um das 1,33-fache + 0,36.
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Diagramm 3-62 Western Blot, Auswirkungen von OGD und C6-konditioniertem Medium auf Claudin 5 nach 4h

OGD-Phase und 20h Reoxygenierungsphase mit L701,324 10uM; Verwendung von C6-
konditioniertem Medium den ganzen Versuch ber; n=4; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte +SEM.

L701,324 konnte ebenfalls nicht wesentlich die Proteinmenge beeinflussen. Einzig

die OC6-Behandlung steigerte die Proteinmenge von Claudin-5 um das 1,33-fache *

0,07.

-90 -



3.6 Einfluss von Ischdmie und NMDA-Rezeptor-Inhibitoren auf die

Matrix-Metalloproteinasen-Aktivitat

Die Matrix-Metalloproteinasen(MMP)-Aktivitatstests wurden mit abzentrifugierten
Medientberstanden durchgefiihrt. Dabei wurden spezielle Zentrifugenréhrchen
benutzt, welche eine Filtermembran (10kDa) eingebaut haben. So konnten die MMPs

zur besseren Analyse konzentriert werden.

3.6.1 Matrix-Metalloproteinasen-Aktivitatstest nach 4h
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Diagramm 3-63 MMP-Aktivitatstest, Auswertung der Mediumuiberstande nach 4h OGD-Phase und C6-
konditioniertem Medium + MK801 100uM; n=3; 40000 Zellen/cmz2; dargestellt sind die
Mittelwerte £SEM.

Die Auswertung der 4h-Proben zeigte eine fast 50%ige Aktivitatsabnahme der MMPs
unter OGD sowie Verwendung von Ce6-konditioniertem Medium auf 55,89% =
22,08%. Die Behandlung mit dem NMDAR-Blocker MK 801 mit einer Konzentration
von 100uM zeigte unter NC6-Bedingungen eine Aktivitatszunahme der MMPs auf
115,01% * 10,27%. Die Anwendung des Blockers wahrend OC6-Bedingungen zeigte
keine Effekte (56,24% + 13,17%).
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Diagramm 3-64 MMP-Aktivitatstest, Auswertung der Mediumuberstande nach 4h OGD-Phase und C6-
konditioniertem Medium + L701,324 10uM; n=3; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte £SEM; 100% entspricht NC6 nach 4h.

Die Behandlung mit L701,324 mit einer Konzentration von 10uM zeigte keine Effekte
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die Effekte der OC6-Behandlung zeigten sich
auch bei Verwendung von DMSO und wurden in der Beschreibung des Diagramms
3-63 erwahnt. Auch hier konnte eine signifikante Reduzierung der MMP-Aktivitat in
der Behandlungsgruppe mit dem NMDAR-Blocker, hier nun L701,324 bei der
zusatzlichen Anwendung von ischamischen Bedingungen beobachtet werden. So
reduzierte sich die Aktivitat von 127,21% + 25,05% bei der Normoxie-C6 L701,324
Behandlung auf 60,86% * 16,84% bei dem zusatzlichen Aussetzen der Zellen der
Ischamie. Interessanterweise nimmt durch die alleinige Behandlung der Zellen mit
DMSO die MMP-Aktivitat im Vergleich zur NC6-Kontrolle signifikant auf 136,38% =+
10,17% zu.
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3.6.2 Matrix-Metalloproteinasen-Aktivitatstest nach 24h
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Diagramm 3-65 MMP-Aktivitatstest, Auswertung der Mediumuberstande nach 4h OGD-Phase und 20h
Reoxygenierungsphase; n=2; 40000 Zellen/cmz; dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
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Die Analyse der Mediumuberstande nach 24h, welche sich in eine vierstiindige OGD-
Behandlung und einer anschlieBenden 20-stiindigen Reoxygenierungsphase mit dem
jeweiligen Blocker gliederte, zeigte eine deutliche Aktivitatssteigerung durch das C6-
konditionierte Medium um mehr als 50%. Die Behandlung mit reiner OGD hatte
ahnliche Effekt. So kann von einer Zunahme von 45,56% * 25,02% unter Normoxie
auf 111,09% =+ 40,11% unter zusatzlicher Ischdmie berichtet werden. Die
Verwendung von C6-konditioniertem Medium wahrend der OGD zeigte keine weitere
Beeinflussung der MMP-Aktivitat.
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Diagramm 3-66 MMP-Aktivitatstest, Auswertung der Mediumiiberstande nach 4h OGD-Phase und 20h
Reoxygenierungsphase mit MK801 100uM; n=2; 40000 Zellen/cm?; dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM.
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Der NMDAR-Antagonist MK801 mit einer Konzentration von 100uM bewirkte eine
Abnahme der MMP-Aktivitat auf 75,09% + 9,67%. Bei der OC6-Behandlung zeigte
sich keine Aktivitatsbeeinflussung durch MK801.
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Diagramm 3-67 MMP-Aktivitatstest, Auswertung der Mediumuberstande nach 4h OGD-Phase und 20h
Reoxygenierungsphase mit L701,324 10uM; n=2; 40000 Zellen/cmz?; dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM; 100% entspricht NC6 nach 24h.

Bei der Verwendung von DMSO zeigte sich eine Zunahme der MMP-Aktivitat durch
die OGD-Behandlung von 82,46% + 27,72% bei NC6 auf 112,95% + 40,24% bei OC6.
Die Applikation von L701,324 mit einer Konzentration von 10uM wéahrend der
Reoxygenierungsphase zeigte keine Effekte auf die Aktivitat der MMPs.
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4 Diskussion

Die Blut-Hirn Schranke hat eine essentielle Barrierefunktion in der Abschirmung des
Gehirns vor &ulReren Reizen, wie beispielsweise Neurotransmitter- und
Elektrolytschwankungen oder auch vor Krankheitserregern. Durch die hohe Anzahl
an Occludenskontakte ist die Blut-Hirn Schranke &uf3erst dicht fur parazellulare
Transportvorgdnge. Daher ist sie mit einer Reihe von Transportproteinen fir
endogene Substanzen sowie Xenobiotika ausgestattet und besitzt eine grol3e Anzahl
an Enzymen. All diese Eigenschaften tragen zum Schutz des Gehirns, wie dessen
metabolischer Versorgung und Entgiftung, und schlussendlich zur Homdostase

zwischen Blutkreislauf und zentralem Nervensystem bei.

Die Integritat der Blut-Hirn Schranke wird durch viele Krankheiten, wie beispielsweise
Schlaganfall, Multiple Sklerose oder Schadel-Hirn-Trauma, gestdrt. Ob dieser Verlust
der Schrankenfunktion ursachlich mit der Erkrankung einhergeht oder nur ein
Symptom ist, wird gegenwartig diskutiert. Im Fall des Schlaganfalls wird eher davon
ausgegangen, dass die Offnung der Blut-Hirn Schranke zur Odembildung und somit
zur Schadensentstehung beitragt.

Die LoOsung dieses Diskurs' ist von groRem Interesse, da bei der aktuellen
demografischen Entwicklung von einer deutlichen Zunahme an Schlaganfallen in den
nachsten Jahrzehnten auszugehen ist. Foerch et al. geben fur das Bundesland
Hessen eine steigende Pravalenz an Schlaganfallen von 20.846 im Jahr 2005 um
68% auf 35.085 bis ins Jahr 2050 an (Foerch et al., 2008). In den Niederlanden
prognostiziert Struijs et al. eine Zunahme der Inzidenz an Schlaganféllen in der
Gesamtpopulation um 15% auf 250/100.000 Einwohner bis 2020. Die Pravalenz liegt
dann im Jahre 2020 um 18% bei Mannern und 40% bei Frauen héher als im Vergleich
zum Jahr 2000 (Struijs et al., 2005). Der Anteil der Patienten mit schwerer
neurologischer Beeintrachtigung bei der Entlassung wird nach Foerch et al. in
gleichem Mal3e zunehmen. Daher ist die Etablierung einer adaquaten Therapie oder,
noch besser, einer praventiven Therapie bei Risikopatienten von enormer
medizinischer und soziodkonomischer Relevanz (Kolominsky-Rabas et al., 2006,
DEGAM, 2012). Auf Grund der pathophysiologischen Komplexitat der Vorgange bei
und nach einer Ischdmie wird es nicht nur eine Therapieoption geben. Es missen

diverse Therapieansatze bedacht werden. Ein Ansatz ist dabei das Verhindern des
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Zusammenbruchs der Blut-Hirn Schranke und im Falle einer bereits abgelaufenen
Schadigung die Stabilisierung der BHS-Funktion (Alves, 2014).

Protektive Eigenschaften von NMDAR-Antagonisten

Vor einigen Jahren wurde durch Block et al. (Block & Schwarz, 1996) gezeigt, dass
eine Behandlung von Ratten mit Memantin, einem NMDAR-Antagonist, die durch
Ischamie induzierten morphologischen wie funktionellen Schaden vermindert werden
konnten. Der wirkliche Mechanismus konnte zunéchst nicht verstanden werden, da
man bis ins Jahr 1998 davon ausging, dass NMDA-Rezeptoren im Gehirn nur an
Neuronen (Bliss & Collingridge, 1993) vorkommen, bevor Krizbai (Krizbai et al., 1998)
auch an Hirnendothelzellen von Ratten den NMDA-Rezeptor nachgewiesen hat.

Weitere Hinweise fur die protektive Wirkung von NMDAR-Modulatoren zeigten
Versuche mit Homocystein, welches als unabhangiger Risikofaktor fir das Auftreten
von Gefal3schaden wie Arteriosklerose und somit auch von Schlaganfallen gilt (Clarke
et al., 1991, Chambers et al., 1998, Vermeer et al., 2002). Chen et al. konnten an
aortalen Endothelzellen der Ratte bei Hyperhomocysteinamie die erhdhte
Proliferation durch Homocystein unter der Behandlung mit MK801 signifikant
verringern (Chen et al., 2005). Eine weitere Untersuchung an glatten Muskelzellen
der Aorta von Ratten unter Behandlung mit MK801 bei Hyperhomocysteinamie zeigte
eine Reduktion von MMP9, welches zur Degradierung der Extrazellularmatrix féahig
ist und von IL-13, ein Zytokin mit proinflammatorischer Wirkung (Qureshi et al., 2005).
Eine erst vor kurzem verdffentlichte Studie von Beard et al. an der murinen
Endothelzelllinie bEnd.3 stabilisierte unter der Behandlung mit Memantin die Blut-Hirn
Schranke bei Hyperhomocysteindmie durch eine Wahrung der Occludenskontakte

Uber eine Erhaltung von Claudin-5 (Beard et al., 2011).

Motilitat im Blut-Hirn Schranken Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde an Hand der gut etablierten murinen cerebEND
Zelllinie, der Frage nach der Beeinflussung von Hirnendothelzellen durch NMDAR-
Antagonisten weiter nachgegangen. Dabei wurde im Speziellen die Motilitdt der
Zellen untersucht, da es bisher keine Untersuchungen gibt, ob die Ischamie eine

Anderung der Motilitat bewirkt, beziehungsweise die Motilitat einen Einfluss auf die
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Heilung des durch die Ischamie entstandenen Schadens hat. Eine mogliche
Reaktionskaskade gibt Abbildung 4-1 wieder.
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TRP channel and/orNMDAR

ST N A

ca7,
NADPH-Oxu:Iase | ?
Ca*2-Calmodulin (‘ROS T
= M
2 mase Siio MLC-Phosphatase

= ML-7

l T |

e | o | e | e
et | o | et | e

? C— e—
Actomyosin contraction

Abbildung 4-1  Mdglicher Einfluss des NMDA-Rezeptors auf das Actin-Myosin-Zytoskelett (Thal & Neuhaus,
2014)

Es gibt Modelle zur Untersuchung und Beeinflussung der Motilitdt von Gliagewebe
auf pathologische Vorgange wie Ischamie und der damit verbundenen Bildung von
Narbengewebe (Jowers et al., 2013, Roy Choudhury et al., 2014), wobei Silver&Miller
eine ,Korrelation zwischen GroRe der Narbe und der Starke der BHS-
Destabilisierung“ beschreiben. (Silver & Miller, 2004). Die Motilitat der
Hirnendothelzellen wurde bisher aber nicht wesentlich berticksichtigt. Kuhimann et al.
haben auf molekularer Ebene am Zellkultur-Modell durch Glutamat eine gesteigerte
Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten gesehen, was eine Aktivierung der
Zellkontraktur-Elemente bedeutet (Kuhlmann et al., 2008). Ob dies aber Effekte auf
die Motilitdt der Zellen hat, wurde nicht untersucht. Die Motilitat ist jedoch ein
wichtiges Element im Rahmen der Wundheilung, dabei kommt es aber auch zur
Auflésung von Zellkontakten, was wiederum eine Permeabilitdtsstérung nach sich
ziehen kann. Das Motilititsmodell wurde zunachst etabliert und in der Folge durch

Bestandteile der neurovaskuléaren Einheit erweitert. Im weiteren Verlauf folgten dann
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molekularbiologische  Untersuchungen, ob sich Regulationen in den
motilitatsbeeinflussenden  Faktoren, wie beispielsweise dem vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), nachweisen lassen. Die cerebEND-Zelllinie
wurde bereits eingehend untersucht und etliche Rezeptoren und deren Regulation
charakterisiert. So konnte durch unsere Arbeitsgruppe unter anderem die
Glukosetransporter GLUT1 und sgltl, sowie der NMDA-Rezeptor nachgewiesen
werden (Neuhaus et al., 2012a, Silwedel & Forster, 2006).

Ischamie fahrt zum BHS-Schaden und zur Beeinflussung der Motilitat

Im in-vitro Modell der Ischamie werden die Zellen OGD-Bedingungen, also
Sauerstoff- und Glukosemangel, ausgesetzt. Die Zellen werden dabei in
glukosefreiem Medium bei Sauerstoffkonzentrationen zwischen null und einem
Prozent kultiviert. Bereits nach einer dreistiindigen OGD-Behandlung bei 0%
Sauerstoff stellten Abbruscato und Davis eine Zunahme der Saccharose-
Permeabilitdt von Rinderhirnendothelzellen (BBMEC) fest (Abbruscato & Davis,
1999). In unserer Arbeitsgruppe konnte nach vierstuindiger OGD im Monokultur-
Modell bei 1% Sauerstoff eine erhdohte Permeabilitat fur Fluoreszin, jedoch keine
Veranderung des transendothelialen elektrischen Widerstands (TEER), welcher auch
als Parameter fur die Barrierefunktion gilt, aufgezeigt werden (Neuhaus et al., 2014).
Zhu et al fuhrten eine 24-stindige OGD-Behandlung mit 1% Sauerstoff von
Mausehirn-Endothelzellen durch, was eine signifikante Senkung des TEER und eine
Erh6hung der Permeabilitéat fir HRP, der Meerrettichperoxidase bewirkte (Zhu et al.,
2012). Jedoch erscheint eine Behandlung tUber 24 Stunden recht lange. So haben
Kleinschnitz et al. 2011 gezeigt, dass eine 16-stindige OGD Behandlung mit 1%
Sauerstoff zu einer Schadigung von 66% der kultivierten Zellen bei der murinen
Hirnendothel-Zelllinie cEND fiihrt (Kleinschnitz et al., 2011). Und auch Engelhardt et
al. konnten 2015 zeigen, dass es nach 24-stindiger OGD-Behandlung von
Rattenhirnendothelzellen mit 0,2% sowie mit 1% Sauerstoff zu einem signifikanten
Abfall der metabolischen Aktivitat an der Endothelzellinie RBE4 kommt,
bemerkenswert ist jedoch die stabile beziehungsweise sogar gesteigerte Proliferation
unter diesen Bedingungen (Engelhardt et al., 2015). So geht ein TEER-Verlust wohl
mit einem deutlichen Zellschaden einher. Eine signifikante Beeinflussung der Motilitat

der Endothelzellen nach vierstindiger OGD-Therapie und 44-stindiger
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Reoxygenierungsphase konnte in unserer Untersuchung nachgewiesen werden,
wenn das wahrend der OGD benutzte Medium weiter in der Kultur verblieb und
Glukose zu Beginn der Reoxygenierung zugegeben wurde. Dabei stieg die Motilitat
um 29,10% + 9,41%. Dies spiegelt jedoch nicht die pathophysiologischen Vorgange
bei einer Ischamie wider, da bei Beginn der Reoxygenierung der Blutfluss wieder
einsetzt und so die autokrine Stimulation durch das Wegwaschen der Faktoren
entfallt. Daher wurde ein Mediumwechsel nach der OGD-Phase zu unserem
Standard-Vorgehen. Hierbei konnte nun eine Motilitdtsabnahme auf 89,74% + 6,79%
beobachtet werden. Derselbe Effekt der Motilitatszunahme bei Belassen des
Mediums wurde bei den Versuchen mit hypoxischen Bedingungen beobachtet. Bei
Verbleib des Mediums nach Beenden der Hypoxie zeigte sich eine signifikante
beschleunigte Motilitdit nach 44h Reoxygenierung auf 160,61% + 12,38%. Wenn
stattdessen nach der Hypoxie ein Mediumwechsel stattfand, zeigte sich nur eine
Beschleunigung der Motilitat auf 117,45% + 9,84%. In diesem Fall ist das
~ZAuswaschen“ der wahrend der Hypoxie sezernierten Faktoren, welche wohl

motilitatsfordernde Eigenschaften haben, ebenfalls als Grund anzunehmen.

C6-konditioniertes Medium beschleunigt die Motilitat

Die neurovaskuléare Einheit besteht, wie eingangs erwahnt, aus weiteren Zellarten
neben Endothelzellen. Um den Einfluss von Astrozyten zu simulieren, wurden die
Effekte konditionierten Mediums von C6-Glioma-Zellen getestet. Diese Zellen wurden
aus Astrogliomata von Ratten extrahiert und immortalisiert. Einige Untersuchungen
haben bereits gezeigt, dass eine Verwendung von C6-Zellen oder von Astrozyten in
Ko-Kultur oder als konditioniertem Medium wichtig ist, um Endothelzellen in Richtung
BHS-Phénotyp zu differenzieren (Fischer et al., 2000, Brillault et al., 2002), aber
nattrlich auch um die physiologische Kommunikation zwischen Astrozyten und
zerebralen Endothelzellen nachzustellen. So konnten beispielsweise Zonta et al. eine
Beeinflussung des Gefal3tonus durch Astrozyten nachweisen (Zonta et al., 2003). Die
Anwesenheit von Astrozyten ist somit von gro3er Relevanz, um ein valides BHS-in-
vitro-Modell zu etablieren. Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung der Astrozyten
konnte Minami et al. erst vor kurzem zeigen, wobei C6-konditioniertes Medium oder
auch die Ko-Kultur mit C6-Zellen die Differenzierung von humanen pluripotenten

Stammzellen zu Hirnendothel-ahnlichen-Zellen induzieren konnte (Minami et al.,
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2015). Zuvor hatte schon Janzer gezeigt, dass Astrozyten der Ratte bei nicht-
neuronalen-Endothelzellen von Ratten und Huhnern Eigenschaften von BHS-
Endothelzellen induzieren kénnen (Janzer & Raff, 1987). In unseren Untersuchungen
konnte eine signifikante Zunahme der Motilitat der cerebENDs durch Erweiterung des
Modells um das C6-konditionierte Medium beobachtet werden. Fur eine maximale
Stimulation wurde an Stelle primarer Astrozyten C6-Zellen benutzt, da diese um ein
Vielfaches mehr an VEGF sezernieren (Boveri et al., 2005). Boveri et al. konnten in
dieser Studie zwar einen hoheren TEER und eine geringere Permeabilitéat von Kalber-
Hirnendothelzellen durch priméare Astrozyten induzieren, jedoch sind C6-Zellen durch
die Immortalisierung deutlich handhabbarer. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass es durch die Verwendung von C6-Zellen in Ko-Kultur wahrend
Normoxie-Bedingungen nach vier Stunden Kultivierung zu einem Anstieg des TEERS
kommt (Neuhaus et al., 2014).

Der Einfluss von Astrozyten auf die Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke wéahrend
Ischdmie wurde bisher nur in wenigen Studien untersucht. Die bisherigen
Untersuchungen legen einen schadigenden Einfluss nahe. So konnte Brillault et al.
bereits nach einer zweistiindigen OGD-Behandlung bei 0% Sauerstoff eine erhdhte
Permeabilitat fur Inulin bei Rinderhirnendothelzellen (BBEC) in Ko-Kultur mit primaren
Astrozyten der Ratte nachweisen. Beim selben Versuch ohne Ko-Kultur mit
Astrozyten konnte keine Permeabilitdtszunahme des Endothels beobachtet werden.
Brillault et al. fihrten auch Versuche mit konditioniertem Medium von Astrozyten der
Ratte durch. Dabei wurde ebenfalls eine Zunahme der Permeabilitdt fir Inulin an
Rinderhirnendothelzellen (BBEC), welche nach einer vierstindigen OGD-
Prakonditionierung fur weitere zwei Stunden mit dem konditionierten Medium
wahrend erneuter OGD behandelt wurden, nachgewiesen. Die Autoren fuhrten die
Ergebnisse auf eine Induktion der Differenzierung der BBEC zu Endothelzellen durch
die Ko-Kultur beziehungsweise durch das konditionierte Medium zuriick (Brillault et
al., 2002). Kuntz et al. haben nach vierstindiger OGD-Behandlung von
Rinderhirnkapillarendothelzellen  (BCEC) in  Ko-Kultur mit  Astrozyten,
Oligodendrozyten und Mikroglia eine signifikante Zunahme von Glutamat im Medium
gesehen, dessen Konzentration kurzfristig wahrend der Reoxygenierung noch weiter
im abluminalen Kompartiment angestiegen ist (Kuntz et al., 2014). Redzic et al.

konnten von einer nicht-signifikanten Zunahme des Zelltods von priméren
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Rattenendothelzellen durch Astrozyten-konditioniertes Medium nach einer
zweistiindigen OGD-Behandlung bei 0% Sauerstoff berichten. Die Autoren haben die
Endothelzellen auch konditioniertem Medium anderer Zellarten der neurovaskularen
Einheit wie Perizyten und Mikroglia ausgesetzt. Dabei konnte dem Mikroglia-
konditionierten Medium nach zweistiindiger OGD eine protektive Rolle zugeschrieben
werden (Redzic et al., 2015). In unserer Arbeitsgruppe konnte durch die vierstiindige
OGD-Behandlung von cerebENDs in Ko-Kultur mit C6-Zellen eine Zunahme der
Permeabilitdt fuir Fluoreszin sowie eine Abnahme des TEERSs, alles Parameter,
welche auf eine Schadigung der kultivierten cerebENDs hinweisen, beobachtet
werden (Neuhaus et al., 2014). Im Vergleich dazu konnte in der vorliegenden Arbeit
zwar eine Beeinflussung der Motilitat durch die OC6-Behandlung gezeigt werden,
diese Zunahme der Motilitat im Vergleich zur Normoxie-Kontrolle mit C6-

konditioniertem Medium war jedoch nicht signifikant.

Therapeutische Optionen des Schlaganfalls

- klinisch wie experimentell -

Die Therapie des nicht-hamorrhagischen Schlaganfalls ist momentan die
Lysetherapie mit rekombinantem gewebespezifischem Plasminogenaktivator (rt-PA,
Alteplase) oder die offene Thrombembolektomie bei extrakraniellem Verschluss der
hirnversorgenden Arterien. Hier muss angemerkt werden, dass es fur die Therapie
mit rt-PA viele Kontraindikationen gibt und fir t-PA eine aggravierende Schadigung
der BHS nachgewiesen ist. So gaben Jin et al. eine Ubersicht (iber die verschiedenen
Wege, wie t-PA diesen zusatzlichen Schaden bedingt. Einer dieser Wege verlauft
auch tber die Aktivierung des NMDA-Rezeptors mit anschlieRender Veranderung der
Bestandteile von Occludenskontakte (Jin et al., 2010). Aus diesen Erkenntnissen
folgten viele Untersuchungen, um die Nebenwirkungen von rt-PA zu minimieren. Ein
Ansatz besteht in der gleichzeitigen Therapie mit einem Antikérper gegen die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors, was beispielsweise in einer Stabilisierung der
BHS-Permeabilitat deutlich wird (Macrez et al., 2011). Eine relativ neue Therapie,
welche im Jahr 2015 mit finf erfolgreichen Studien als aktuell beste Therapieoption
wahrend der ersten 6 Stunden nach dem Schlaganfallereignis angesehen wird, ist die
neuroradiologische Intervention mittels zurtickziehbaren Stent. Dabei wird wie bei der

Herzkatheter-Untersuchung tber eine periphere Arterie ein Katheter eingebracht und
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dieser bis zum Gefallverschluss vorgeschoben. Der Thrombus wird mittels
Drahtgeflecht gefasst und extrahiert (Mokin et al., 2016). Bei all den genannten
Therapieformen besteht der Versuch, schnellstmdglich wieder einen Blutfluss
herzustellen, um den Nahrstoffmangel in der betroffenen Hirnregion zu beseitigen.
Die Intaktheit der Blut-Hirn Schranke ist zum Interventionszeitpunkt im Regelfall
schon gestort und die Symptome eines BHS-Schadens, wie ein Hirnédem, bilden
sich, je nach Lage des Gefaldverschlusses und dessen Zeitdauer, mehr oder weniger
schwer, aus. Um die Schadigung des Hirngewebes durch das expandierende Odem
zu vermindern, kann eine teilweise Entdeckelung des Schadels vorgenommen
werden. Eine kausale Therapie zur Stabilisierung der BHS ist nicht verfigbar. Es gibt
eine Reihe von Untersuchungen am Zellkultur-Modell Gber die Effekte von NMDA-
Rezeptor-Modulatoren aber nur wenige Studien unter OGD-Bedingungen. So konnte
Kuhlmann et al. eine deutlich Stabilisierung des TEERs sowie eine Abnahme von
reaktiven Sauerstoffspezies unter 10uM MK801-Behandlung nach zweistindiger
Reoxygenierung bei vorangegangener zweistiindiger Hypoxie nachweisen
(Kuhlmann et al., 2009). Betzen et al. konnte eine dosisabhangige Stimulation des
NMDA-Rezeptors durch NMDA und reaktiver Sauerstoffspezies an der murinen
zerebrovaskularen Endothelzelllinie bEnd3 sowie die Verhinderung dieses Effekts
durch Applikation von MK801 zeigen (Betzen et al., 2009). Die Verwendung von
NMDA-Rezeptor-Antagonisten zur Behandlung der zerebralen Ischamie und des
Schéadelhirntraumas wurde auch in Tierversuchen untersucht. Ein Erfolg im Sinne
einer Reduzierung der Infarkigré3e, der Stabilisierung der Blut-Hirn Schranke und
einer Verminderung des vasogenen Odems wurde in einigen Studien gezeigt
(Germano et al., 2007, Gorgulu et al., 2000, Yang et al., 1994). Krivonos et al. konnten
auch beim Menschen durch eine 10-tdgige Therapie mit Amantadin das
neurologische Endergebnis signifikant verbessern (Krivonos et al., 2010).

Der NMDA-Rezeptor-Antagonist MK801 beeinflusst je nach

Behandlungszeitpunkt, Modalitat und Konzentration die Motilitat

Die soeben genannten Zellkultur-Modelle bestehen fast ausschliel3lich aus
Hirnendothelzellen. Somit werden die beschriebenen Einflisse der die
Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke umgebenden Zellen der neurovaskularen

Einheit vernachlassigt. In unserem Modell werden Beeinflussungen der Motilitat
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durch NMDAR-Antagonisten deutlich, welche jedoch stark vom verwendeten Medium
abhangt. So verlangsamt die Anwendung von 10 pM MK801 wahrend der
vierstiindigen OGD mit C6-konditioniertem Medium die Motilitat signifikant auf
85,66% im Vergleich zu OC6, wahrend beim Verzicht auf konditioniertes Medium
diese Dosis eine tendenzielle Zunahme der Motilitat auf 138,34% + 15,89% im
Vergleich zur OGD-Kontrolle bedingt. Eine Behandlung im Sinne einer Therapie des
BHS-Schadens wahrend der Reoxygenierungsphase zeigte fir 100uM MK801 eine
Verlangsamung der Motilitdt auf unter 40% im Vergleich zur OC6-Kontrolle, was etwa
der OGD-Bedingung ohne konditioniertes Medium und ohne NMDAR-Antagonisten
entspricht. Eine ebenfalls Abnahme der Motilitat um tber 15% (nicht signifikant) bei
dieser Behandlung wahrend der Reoxygenierung konnte fiir 1luM MK801 beobachtet
werden. Bei der Verwendung des NMDA-Rezeptor-Antagonisten L701,324 konnten
Beeinflussungen der Motilitat nur fir die Therapie-Gruppe gezeigt werden. So
steigerte 1uM L701,324 wahrend der 44-stindigen Reoxygenierungsphase die
Motilitdit ohne Verwendung von C6-konditioniertem Medium auf 144,21% + 15,49%
im Vergleich zur OGD-Kontrolle. Im Gegensatz dazu verlangsamte 10uM L701,324
die Motilitat auf 81,76% =+ 4,29% bei Kultivierung der cerebENDs in C6-
konditioniertem Medium im Vergleich zur OC6-Kontrolle. Diese Versuchsansatze
zeigen, dass die Verwendung von C6-konditioniertem Medium der richtige Ansatz ist,
ein Schritt weiter in Richtung valides in-vitro-Modell fur die Blut-Hirn Schranke zu

kommen.

Die Rolle von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren

Die Endothelzelle hat eine Vielzahl an Mdglichkeiten auf die unterschiedlichen, sich
ihr prasentierenden Umweltreize zu reagieren. Zusatzlich werden durch die weiteren
Zellen der neurovaskularen Einheit eine Menge von Faktoren wie Zytokine,
Chemokine und anderer Botenstoffe wahrend physiologischen aber insbesondere
wahrend pathologischen Konditionen wie der Ischamie sezerniert (Ballabh et al.,
2004, Weiss et al., 2009). Durch diese gegenseitige Beeinflussung reagieren die
verschiedenen Zelltypen mit einer unterschiedlichen Regulierung der
Signaltransduktionswege auf diese Einflisse. So konnte gezeigt werden, dass
ischdmische Bedingungen zu einer erhohten Konzentration von vaskularem

endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) an der Blut-Hirn Schranke fihren, was in
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einer Destabilisierung der Blut-Hirn Schranke resultiert (Bates et al., 1999). Als
Ursprung des VEGF konnten Astrozyten, Makrophagen, Endothelzellen und Neurone
ausgemacht werden (Li et al., 2014, Kovacs et al., 1996). In unserer Untersuchung
fand sich ebenfalls eine deutliche Zunahme der Expression von VEGF in den
cerebENDs durch die vierstindige Ischamie. Als Transkriptionsfaktor fordert HIF-1a
die Expression von VEGF (Semenza, 1996). Sowohl die Ischamie als auch das C6-
konditionierte Medium steigerten die Expression von HIF-1a in den cerebENDs. Auf
der Rezeptor-Ebene ist der VEGF-Rezeptor Typ2 (VEGFR-2) jener, welcher den
groRten Anteil an der Ubertragung der permeabilitatssteigernden Wirkung von VEGF
hat (Ferrara et al., 2003). Skold et al. konnten am Ratten-Modell 24 Stunden nach der
Simulation eines Schadel-Hirn-Traumas eine neu-aufgetretene Expression von
VEGF-Rezeptor-2 an Blutgefallen um die verursachte L&asion herum mittels
Immunhistochemie und in-situ-Hybridisierung nachweisen, wahrend nach sechs
Stunden noch keine Veranderung des Expressionsniveaus gesehen werden konnte
(Skold et al., 2005). Davis et al. stellten eine erhdhte Proteinexpression von VEGF-
Rezeptor 2 sowie dessen phosphorylierte Form an Endothelzellen der Ratte (rbcec4)
nach 24-stiindiger Hypoxie fest (Davis et al., 2010). In dieser Untersuchung nahm die
MRNA-Expression des VEGFR-2 bei der Behandlung der cerebENDs mit
vierstiindiger OGD und konditioniertem Medium signifikant ab. Tie2 ist ebenfalls ein
Rezeptor fur vaskulare Wachstumsfaktoren, namlich fur Angiopoetin 1 bis 4.
Angiopoetin 1 ist in der Lage die durch VEGF entstandene Permeabilitatsstorung an
humanen Endothelzellen zu verringern (Gavard et al., 2008). Uber Angiopoetin 2
liegen widersprichliche Daten vor. So beschrieben Nag et al. an Ratten eine
permeabilitdtssteigernde Wirkung durch Angiopoetin 2 (Nag et al., 2005). Dagegen
postulierten Marteau et al. am Mausmodell einen vasoprotektiven Effekt fur
Angiopoetin 2 in der Frihphase des Schlaganfalls (Marteau et al., 2013). Zhang et al.
konnten am Tiermodell der Ratte mit fokaler Ischamie eine Zunahme der mRNA-
Expression von Tie2 bereits nach zwei Stunden ausmachen und eine Abnahme von
Angl fur die ersten 24 Stunden (Zhang et al., 2002). In unserer Analyse nach
vierstindiger OGD wurde eine Abnahme der mRNA-Expression von Tie2 beobachtet.
Diese Abnahme steigerte sich noch bei Hinzunahme von C6-konditioniertem Medium.
In dem Versuch von Zhang et al. zeigt sich ebenfalls im Gegensatz zu unserer
Beobachtung eine Zunahme der mRNA-Expression von VEGFR-2 nach vierstiuindiger
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Ischamie. Die Beobachtungen von Nourhaghighi et al. am Kalteverletzungsmodell der
Ratte zeigen in der Frihphase der Verletzung eine Abnahme der Proteinexpression
von Tie2 (Nourhaghighi et al., 2003). So sind die Ergebnisse der Untersuchungen von
Skold et al. und Davis et al. bereits in der Spatphase einzuordnen, was, neben der
Beachtung des  anderen Untersuchungsmodell, das  gegensatzliche
Expressionsmuster von VEGF-Rezeptor-2 erklaren kann.

Gegensatzliche MMP-Aktivitat vor und nach Reoxygenierung

Doch wie kommt es durch die eigentlich als positiv zu bewertenden
Wachstumsfaktoren zur Schadigung der Blut-Hirn Schranke? Mit dieser Frage haben
sich schon einige Untersuchungen beschéftigt (Valable et al., 2005, Rosenberg et al.,
1998). Valable et al. sahen in ihren Untersuchungen am Schlaganfall-Modell der
Maus eine deutliche Zunahme der MMP-9-Aktivitdt nach 12 Stunden permanenter
Ischamie. Nach 24 Stunden wurde auch eine Steigerung der MMP-2-Aktivitat
berichtet. Auch wir fuhrten MMP-Aktivitatstests vom vorhandenen Medium durch.
Dabei zeigte sich nach vierstindiger OC6-Behandlung eine Abnahme der Gesamt-
MMP-Aktivitat im Vergleich zur Normoxie mit konditioniertem Medium. Nach
vierstiindiger OGD und 20-stiindiger Reoxygenierung wurde eine Zunahme der
Gesamt-MMP-Aktivitat fir das konditionierte Medium beziehungsweise die OGD-
Behandlung beobachtet. Bei der Analyse des Expressionsmusters haben wir einzelne
MMPs betrachtet. Fir MMP-9 konnten wir nach vier Stunden Ischamie mit
konditioniertem Medium eine vermehrte Expression nachweisen. Das konditionierte
Medium bewirkte ebenfalls eine Zunahme der Expression von MMP-3, welche jedoch
durch die zusatzliche OGD wieder vermindert wird. Rosenberg et al. propagierten
schon 1998, dass die MMPs am friihen Zusammenbruch der Blut-Hirn Schranke
schuld sind. Rosenberg et al. stellten jedoch fest, dass der Schaden nach 24 Stunden
durch einen MMP-Inhibitor nicht aufgehalten werden kann und es weitere
Mechanismen geben muss (Rosenberg et al., 1998). So konnte an Neuronen eine
Beeinflussung der Lokalisation des NMDAR uber MMP9 nachgewiesen werden, was
ein maglicher Pfad auch an Endothelzellen der BHS sein konnte. MMP9 bewirkte in
den Versuchen von Michaluk et al. eine verstarkte laterale Diffusion des NMDA-
Rezeptors, welche tber einen Integrin-R1-Antikdrper wiederum aufgehoben werden

konnte (Michaluk et al.,, 2009). Eine Regulation konnten wir auch fir einen
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Gegenspieler der MMPs, fur TIMP-1, sehen. Dessen mRNA wurde wie MMP-9 durch
die OC6-Bedingungen hochreguliert. Die Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor
Antagonisten MK801 zeigte jedoch eine signifikante Abnahme der mMRNA-Expression
fur TIMP-1 auf 0,71 (x 0,03), was fuir MMP-9 nicht nachzuweisen war und damit im

Endeffekt einer Erh6hung der MMPs dahinterstecken kdnnte.

Hoch-dosierte NMDAR-Antagonisten haben keine Auswirkungen auf den

Phosphorylierungsgrad von ERK

Die Informationstubermittlung in der Zelle lauft Gber Signalkaskaden, an welchen
oftmals Kinasen beteiligt sind. So erfolgt die Aktivierung von Matrix-
Metalloproteinasen unter anderem uber die Phosphorylierung und damit Aktivierung
der Extrazellular-signal regulierten Kinase (ERK), was unter anderem Zeigler et al. an
humanen Keratinozyten fur MMP9 wund Chen et al. an humanen
Prostatakarzinomzellen fur MMP3 zeigen konnten (Zeigler et al., 1999, Chen et al.,
2015). Chen et al. setzten primaren Mausehirnkapillarendothelzellen (MCEC) 100 pM
NMDA aus, was eine verstarkte Phosphorylierung von ERK1/2 bewirkte und in einer
erhdhten Proteinexpression von MMP2 und MMP9 miindete (Chen et al., 2016). Bei
einer Schadigung der BHS tber Mikrowellen an der humanen Zelllinie ECV304 in Ko-
Kultur mit primaren Astrozyten der Ratte konnte Wang et al. zeigen, dass ERK1/2
eine nachgeschaltete Serin/Threonin-Kinase des VEGF-Rezeptors-2 ist (Wang et al.,
2015). Chen et al. konnten in der oben genannten Untersuchung im Jahre 2016 an
Mausehirnkapillarendothelzellen ebenfalls wie in einer vorangegangenen Studie von
Wang et al. im Jahre 2004 an Korneaepithel-Zellen durch die Phosphorylierung von
ERK eine Abnahme der Proteinexpression von Occludin beobachten (Wang et al.,
2004). Dieser Verlust an Occludin durch eine 24-stiindige NMDA-Behandlung konnte
durch die einstiindige Vorbehandlung mit 10 uM MK801 verhindert werden. Eine
Zunahme der Phosphorylierung von ERK konnten wir durch vierstindige OGD-
Therapie erreichen. Nach der anschlieRenden Reoxygenierungsphase von 20
Stunden wurde durch das C6-konditionierte Medium ein tendenziell erhéhter
Phosphorylierungsgrad beobachtet. Die Verwendung weder von 100 uM MK801 noch
von 10uM L701,324 wahrend der OGD-Phase oder auch als Therapie nach der OGD-

Phase hatten einen Einfluss auf die Phosphorylierung von ERK.
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NMDAR-Antagonisten haben im Gegensatz zu OGD und OC6 keinen Einfluss
auf den Phosphorylierungsgrad von Akt.

Eine weitere in der Migration und Proliferation wichtige vorgelagerte Kinase ist die
Proteinkinase B, auch Akt genannt. Uber VEGF wird dieser Phosphoinositol-3-
Kinase/Akt-Pfad aktiviert und stimuliert die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) was
einerseits zu einer Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) andererseits zu einer
Aktivierung von intracellular adhesion moleculel (ICAM1) fuhrt, welches die
transendotheliale Migration erleichtert (Radisavljevic et al., 2000). Ein
Wachstumsfaktor, welcher Uber Akt die Zellfunktion beeinflusst, ist Angiopoetin 1,
dessen Regulation im Vortext besprochen wurde. So konnten Kim et al. Uber die
Phosphorylierung und somit Aktivierung von Akt die anti-apoptotische Wirkung von
Ang1l nachvollziehen. Der Umkehrschluss konnte ebenfalls bewiesen werden, indem
eine Inaktivierung von Akt den Zelluntergang trotz Ang1l-Behandlung nicht aufhalten
konnte (Kim et al., 2000). Pedram et al. zeigten an aortalen Rinderendothelzellen
durch Stimulation des VEGF-R2 und dadurch Aktivierung der nachgeschalteten
Kinasen ERK und Akt eine erhdhte Permeabilitit der Endothelzellen Uber die
Phosphorylierung von Occludin und ZO-1 (Pedram et al., 2002). Fischer et al. konnten
wenig spater auch an Hirnendothelzellen von Schweinen die Rolle des PI3K/Akt-Pfad
an der VEGF und Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitat Gber die Stimulation der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) nachweisen. So bestand bereits
nach 60 Minuten Hypoxie eine verstarkte Phosphorylierung von Akt und nach 24
Stunden eine erhohte Permeabilitat fur Inulin (Fischer et al., 2004). In der
vorliegenden Arbeit konnte nach vierstiindiger Ischamie keine Beeinflussung der
Phosphorylierung von Akt gesehen werden. Nach der an die OGD angeschlossenen
20-stindigen Reoxygenierung konnte eine Abnahme der Phosphorylierung von Akt
fur die Ischamie (63,59% * 4,68%) wie auch fur die zusatzliche Verwendung von C6-
konditioniertem Medium zur Ischamie (49,78% + 8,27%) nachgewiesen werden. Die
NMDA-Rezeptor-Modulatoren haben weder direkt nach der viersttindigen OGD noch
nach der Reoxygenierung eine signifikante Beeinflussung des

Phosphorylierungsgrads gezeigt.
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Occludin und Claudin-5 werden nicht beeinflusst, aber Hinweise auf ,,friihe“

und ,,spate‘ Effekte

Aus diesen Arbeiten und Ergebnissen leitet sich die Frage ab, ob auch in unseren
Untersuchungen eine Beeinflussung von Bestandsproteinen der Occludenskontakte
gesehen werden konnte. So konnten Colgan et al. eine Zunahme von Occludin auf
Proteinebene unter serumfreien Bedingungen nach 24-stiindiger Inkubation unter C6-
Kokultur berichten. ZO-1 hat sich bei dieser Untersuchung ahnlich entwickelt (Colgan
et al., 2008). Nach vorangegangener muriner neuronaler CATH.a Kokultur mit
murinen Astrozyten C8-Dla unter ischAmischen Bedingungen und folgender 24-
stiindiger Kokultur dieser Astrozyten und Mausehirnendothelzellen bEnd3 konnte von
Li et al. eine Abnahme von Occludin gesehen werden (Li et al., 2014). Liu et al.
konnten nach zweistindiger OGD eine Abnahme an Occludin bei ihren
Untersuchungen an der Mausehirnendothelzelllinie bEnd3 sehen (Liu et al., 2012). In
der vorliegenden Arbeit konnte sowohl nach vierstindiger wie auch nach 24-stindiger
Analyse eine tendenzielle Zunahme von Occludin durch OGD und C6-konditioniertes
Medium gesehen werden. Ein weiteres Protein als Bestandteil von
Occludenskontakten ist Claudin-5, welches ebenfalls auf Regulierung hin untersucht
wurde. So konnten Liu et al. an der bereits zitierten Arbeit im Gegensatz zu Occludin
fur Claudin-5 nach zweistindiger OGD keine Beeinflussung nachweisen (Liu et al.,
2012). Dagegen konnten Li et al. in ihrer oben genannten Untersuchung etwa
dieselbe Abnahme an Claudin-5 Proteinmenge beobachten, wie fir Occludin (Li et
al., 2014). Fur Claudin-5 konnte in dieser Arbeit keine statistisch signifikanten
Ergebnisse erlangt werden. Was bei der Betrachtung der Ergebnisse auffallt, ist ein
umgekehrter Einfluss der Bedingungen OGD beziehungsweise C6-konditioniertes
Medium auf die Proteinmenge von Claudin-5 zwischen den 4h-Proben und den 24h-
Proben. Ebenfalls gegensatzlich entwickeln sich die Proteinmengen bei Zugabe von

DMSO wahrend derselben Versuchsdauer.

Die Schadigung der Blut-Hirn Schranke durch beispielsweise einen Schlaganfall kann
man, wie es bereits oben angeklungen ist, in zwei Phasen einteilen. So konnten
Belayev et al. eine friilhe Schadigung drei bis vier Stunden und eine spate Schadigung
48 bis 50 Stunden nach Beginn der Rezirkulation durch eine erhéhte Extravasation

von an Albumin gebundenem Evan’s Blue an der Ratte aufzeigen (Belayev et al.,
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1996). Prakash und Carmichael zeigten jedoch in ihrem Ubersichtsbeitrag dass es
auf das Modell, die Tierspezies, die Okklusionsmethode und die Dauer der Ischdmie
ankommt, ob man von einer biphasischen oder monophasischen Schadigung

sprechen kann (Prakash & Carmichael, 2015).
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5 Zusammenfassung

Die Blut-Hirn Schranke mit ihren dichten Zell-Zell-Kontakten tragt zu einem grol3en
Anteil an der Aufrechterhaltung der Homoostase zwischen Blutkreislauf und Gehirn
bei. So bedingt eine Schadigung und im schlimmsten Fall ein Zusammenbruch der
Schrankenfunktion erhebliche Gefahrdung fir das Individuum. Es gibt vielzahlige
Grunde fur eine Alteration der Blut-Hirn Schranke wie beispielsweise der Schlaganfall
mit ischamischer Genese oder die Multiple Sklerose als neurodegenerative
Erkrankung. Aber auch ein Schadel-Hirn Trauma als Unfallfolge ist nicht selten Grund

fur zerebrale Dysfunktionen.

Daher gibt es auch eine Reihe an Untersuchungen, welche sich mit dem Thema Blut-
Hirn Schrankenfunktion unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen
auf molekularer, mikroskopischer und makroskopischer Ebene beschaftigen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde im Speziellen das Motilitatsverhalten von Blut-Hirn
Schranken-Endothelzellen unter ischdmischen Bedingungen an Hand der cerebEND-
Zelllinie untersucht. Da es bisher noch kein Modell fuir diese Fragestellung gab, wurde
zunéchst ein solches mit Hilfe des kommerziellen Motilitatsassay der Firma ibidi®
etabliert. Danach konnte der Einfluss von ischamischen Bedingungen, von Astrozyten
konditioniertem Medium und letztendlich der therapeutische Ansatz durch Modulation
des NMDA-Rezeptors untersucht werden. Dabei zeigte sich durch das C6-
konditionierte Medium eine deutliche Zunahme der Motilitat. Diese verstarkte Motilitat
konnte durch den NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 verhindert werden. Trotz
Analyse einiger an der Proliferation und Migration beteiligter Botenstoffe wie VEGF

und MMPs konnte keine Regulation dieser durch MK801 nachgewiesen werden.

Bisherige Untersuchungen haben ihren Fokus der Wundheilung nach zerebraler
Ischamie auf die Analyse und Beeinflussung der Motilitdt von Glia-Gewebe gelegt.
Mit diesem Modell kann zukunftig die Motilitat von Hirnendothelzellen, eine wichtige
GrolRe im Rahmen der Wundheilung und ein Grund fir die Auflésung von Zell-Zell-
Kontakten, noch eingehender untersucht werden. Das Modell mit Verwendung von
C6-konditioniertem Medium bietet eine Anndherung an die neurovaskulare Einheit.
Die Erweiterung des Modells vom konditionierten Medium zur Ko-Kultur mit Zellen
der neurovaskularen Einheit, wie Perizyten, Mikroglia oder Neuronen, kdnnte eine

weitere Anndherung an die Bedingungen in vivo darstellen.
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7 Abkurzungsverzeichnis

pum Mikrometer
UM Mikromolar
7H6 Occludenskontakt-assoziiertes Protein

ABC-Transporter

ATP-bindende-Kassette Transporter

AF6 afadin

Akt Proteinkinase B

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionsaure
Angl Angiopoetin 1

ANOVA (engl. Analysis of variance) Varianzanalyse
ATP Adenosintriphosphat

BHS Blut-Hirn Schranke

BCRP Breast Cancer Resistance Protein; ABCG2
Ca* Kalzium

CAT kationischer Aminoséauretransporter
CD4+-T-Zellen Cluster of differentiation 4 positive T-Zellen
cDNA komplementére Desoxyribonukleinséure

CI Chlorid

cm2 Quadratzentimeter

COX Cyclooxygenase

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DME+/+ Dulbecco's Modified Eagle Medium + 10% FCS + 1% P/S
DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraazetat

ERK extrazellular-signal regulierte Kinase

FCS Fetales Kéalberserum

GDNF Engl. Gliazellen isolierter neurotropher Faktor
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GLUT Glukosetransporter

HIF1-a Hypoxie-induzierbare Faktor 1a

HRP Meerrettichperoxidase

ICAM1 Intrazellulares Adhasionsmolekil-1

IL Interleukin

IFN Interferon

JAM junktionales Adhasionsmolekl

K* Kalium

LAT L-Typ Aminosauretransporter

m?2 Quadratmeter

MAGUK Membran-assoziierte-Guanylat-Kinase

MAP mitogen-aktiviertes Protein

MDR Multi-Medikamenten resistent

Mg?* Magnesium

MLC Myosin-Leichtketten

MMP Matrixmetalloproteinase

MS Multiple Sklerose

Na* Natrium

NAD(P)H Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)

NC6 Normoxie-Bedingungen mit C6-konditioniertem Medium

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

NVU Neurovaskulére Einheit

OC6 Ischamie-Bedingungen mit C6-konditioniertem Medium, welches
zuvor fur vier Stunden unter Isch&mie-Bedingungen konditioniert
wurde

OGD Oxygen-glucose deprivation; Ischamie-Bedingungen
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P/S Penicillin/Streptomycin

pAkt phosphorylierte Proteinkinase B

PCR Polymerasekettenreaktion

PECAM Thrombozyten endotheliales Zelladhasionsmolekil; CD31
pPERK phosphorylierte extrazellular-signal regulierte Kinase
P-GP P-Glykoprotein

PI3K Phosphoinositol-3-Kinase

gPCR quantitative Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

ROS reaktive Sauerstoffspezies

rt-PA rekombinanter Gewebeplasminogenaktivator
SGLT Natrium-abhéangiger Glukose Transporter

sVCAM I6sliches Gefal3-Zelladhasionsmolekuil

TEER transendothelialer elektrischer Widerstand

TGFB transformierender Wachstumsfaktor 3

TIMP Gewebeinhibitor von Metalloproteinasen

TJ engl. tight junctions; Occludenskontakte

TNFa Tumornekrosefaktor a

t-PA Gewebeplasminogenaktivator

VCAM GefalR-Zelladhasionsmolekdl

VE-Cadherin Gefal3-endotheliales Cadherin

VEGF Gefal3-endothelialer Wachstumsfaktor

VEGFR-2 GefaR-endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor-2
ZNS Zentrales Nervensystem

Z0-1 Zonula-occludens - 1

Z0-2 Zonula-occludens - 2
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