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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung des ischamischen Schlaganfalls

1.1.1 Klassifikation

Der ischamische Schlaganfall ist als akutes fokales neurologisches Defizit
definiert, dessen Ursache eine umschriebene Durchblutungsstérung des Gehirns
ist."” Er macht mit mehr als 80 % den GrofRteil der Schlaganfalle aus. Von ihm
abzugrenzen ist der hamorrhagische Schlaganfall, der Folge einer
intrazerebralen Blutung ist.? Als transitorisch ischamische Attacke (TIA) wird eine
vorubergehende Episode eines durch Ischamie hervorgerufenen neurologischen

Defizits ohne akute Infarktbildung bezeichnet.?

1.1.2 Epidemiologie

Der Schlaganfall stellt weltweit die zweithaufigste Todesursache dar und wird nur
von der koronaren Herzkrankheit Ubertroffen. Weltweit erleiden jahrlich etwa
15 Millionen Menschen einen Schlaganfall.* Die jahrliche Schlaganfallinzidenz
liegt bei etwa 200 pro 100 000 Einwohnern.® Wahrend die Inzidenz in den letzten
vier Jahrzehnten in den Industrielandern um mehr als 40 % abgenommen hat,
hat sie sich in Landern mit geringem und mittlerem Einkommen verdoppelt.® Dies
lasst sich auf die stetige Alterung der Weltbevdlkerung zuriickfiihren.” Manner
sind in der Regel haufiger und in friherem Lebensalter betroffen als Frauen. Die
absolute Zahl betroffener Frauen ist jedoch hdher, da diese durchschnittlich ein
héheres Lebensalter erreichen.®

Im Jahr 2012 starben weltweit 6,7 Millionen Menschen an den Folgen eines

Schlaganfalls, was eine Zunahme um etwa 18 % seit dem Jahr 2000 bedeutet.’
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1.1.3 Atiologie und Pathophysiologie

Es gibt drei mechanistische Subtypen der zerebralen Ischamie:°

1. Thrombosen — Die Thrombose bezeichnet eine Obstruktion des intravasalen
Blutflusses, die durch einen lokalen okklusiven Prozess einer oder mehrerer
Blutgefalie hervorgerufen wird.

Die haufigste Ursache fur thrombotische Schlaganfalle stellt die arteriosklerotisch
bedingte Makroangiopathie dar."" Fibréses und muskulares Gewebe tiberwéchst
die Subintima und atherosklerotische Plaques werden eingelagert. Thrombozyten
binden an die Plaques und bilden Klumpen, an denen sich Fibrin, Thrombin und
Gerinnsel ablagern.12 Poststenotische Minderperfusion und Plaqueruptur mit
Embolien kénnen die Folge sein.'® Betroffen sind hauptsachlich die groen extra-
und intrakraniellen Arterien.'

Weitere, seltenere Ursachen fur zerebrale Ischdmien mit thrombotischer Genese
sind arterielle  Vasokonstriktionen bei Migrane'® und arterielle
GefaRdissektionen'. Letztere kdnnen traumatischer Genese sein, im Zuge einer
Grunderkrankung wie dem Fibrodysplasie-Syndrom auftreten sowie idiopathisch

oder iatrogen verursacht sein."”’

2. Embolien — Embolien stellen GefalRverschlisse durch Uber den Blutfluss
eingeschwemmtes Material dar.'® Sie lassen sich nach ihrem Ursprung in
verschiedene Gruppen einteilen:

Embolien kardialen Ursprungs sind flr etwa ein Viertel aller zerebralen
Ischamien ursachlich.'”® Das Vorliegen eines ischdmischen Schlaganfalls
kardioembolischer Genese ist sehr wahrscheinlich bei Patienten, die unter
kardialen  Vorerkrankungen wie einem  Vorhoffimmern oder einer
Herzklappenerkrankung leiden.?

Eine weitere Gruppe bilden Embolien arteriellen Ursprungs. Sie bestehen aus
Gerinnseln, Thrombozyten-Aggregaten oder Fragmenten von erodierten
Gefalplaques, die meist in den proximalen GefaRen lokalisiert sind.'®?'
SchlieBlich gibt es idiopathische Embolien, bei denen es keinen Hinweis flr

einen kardialen oder arteriellen Ursprung gibt und deren Genese unklar bleibt.
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Selten sind paradoxe Embolien aus dem systemischen vendsen Kreislauf
aufgrund von kardialen Defekten wie einem persistierenden Foramen ovale oder

einem Atriumseptumdefekt.??

3. Globale Hypoperfusion — Bei einer globalen Hypoperfusion wird das
Hirngewebe aufgrund eines geringen systemischen Perfusionsdruckes
unzureichend mit Blut versorgt. Haufige Grinde sind ein Herzversagen sowie
eine systemische Hypotonie aufgrund von Blutverlust oder Hypovolamie.?®> Das
Gehirn wird hierbei diffus mangelversorgt, wobei besonders die Grenzzonen,
also die terminalen Versorgungsgebiete zwischen den GefalRgebieten, betroffen

sind. Daher wird diese Infarktform als Grenzzoneninfarkt bezeichnet.?*

Eine weitere, eher seltene Schlaganfallursache sind Erkrankungen des
blutbildenden Systems wie beispielsweise die Sichelzellandmie, Polyzythamia
vera und essentielle Thrombozythamie. Trotz ihrer geringen Inzidenz sollten sie
vor allem bei jungen Patienten bedacht werden, da die mit den Erkrankungen
einhergehende gesteigerte Koagulabilitdt zur Thrombusbildung und sekundaren

Embolien fuhren kann.?

Infolge der durch die genannten Mechanismen hervorgerufenen Hirnischamie
kommt es zu einem temporaren oder permanenten Gewebeschaden, dessen
Ausmald von Dauer und Lokalisation der Mangelversorgung abhangig ist und der

zu einem nachfolgenden Hirnédem fiihren kann.?

Da die makroangiopathischen Veranderungen fir einen Groldteil der
ischamischen Schlaganfalle verantwortlich sind, lassen sich als wichtigste
behandelbare Risikofaktoren die arterielle Hypertonie, der Diabetes mellitus, die

Hyperlipidamie sowie der Nikotinabusus feststellen.?®?’
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1.1.4 Symptomatik und Diagnostik

Zur Unterscheidung der Subtypen des Schlaganfalles liefern der Beginn sowie
der Verlauf der Symptome einen wichtigen Hinweis.'®?® Demnach zeichnen sich
embolische Schlaganfalle haufig durch ein plotzliches Auftreten und eine
schnelle Besserung aus, wohingegen thrombotische Schlaganfalle eher eine
fluktuierende Symptomatik prasentieren. Ebenso sind die Symptome des
ischamischen Schlaganfalles von der Lokalisation der arteriellen Okklusion
abhangig. Leitsymptome des ischamischen Schlaganfalls sind motorische und
sensible Halbseitensymptome und Sprachstérungen sowie Gesichtsfeldausfalle.
Schweregrad und Grolde des Infarktes konnen mit der National Institute of Health
Stroke Scale (NIHSS) abgeschatzt werden.?® Die schon praklinisch anwendbare
Cincinatti Prehospital Stroke Scale, bei deren Erfassung die Elemente faziale
Symmetrie, Armmotorik und Sprache untersucht werden,* konnte in einer Studie
trotz haufig unspezifischer Symptomatik bereits 88,9 % der ischamischen

Schlaganfalle identifizieren.®'

Nach allgemeiner klinischer sowie neurologischer Untersuchung erfolgt zum
Ausschluss einer intrazerebralen Hamorrhagie und zur Infarktlokalisation
unmittelbar eine zerebrale Bildgebung mittels kranialer Computertomographie
(cCT) oder Magnetresonanztomographie (cMRT).? Eine bildgebende
GefaRdiagnostik darf den Therapiebeginn nicht verzdgern.*? Die Zeit bis zur
anschlieBenden Reperfusionstherapie beeinflusst das klinische Ergebnis
malfdgeblich, indem die Penumbra, das Gebiet relativer Ischamie mit reversiblem

Zelluntergang, wiederversorgt wird. Daher gilt die Devise ,Zeit ist Hirn“.*®

1.1.5 Therapie

Die Therapie von Patienten mit akutem Schlaganfallereignis setzt sich aus funf

Komponenten zusammen:

1. Allgemeine Behandlung/Basistherapie: Voraussetzung flr eine adaquate
spezifische Therapie ist das Schaffen von optimalen physiologischen

Parametern. Dies umfasst neben der Behandlung und Erhaltung der
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respiratorischen und kardialen Funktion den Ausgleich des Flussigkeits- und
Elektrolythaushalts sowie die Kontrolle und Therapie des Blutglukosespiegels

und des Blutdrucks.'

2. Rekanalisierende Behandlung: Empfohlen wird die intravendse
thrombolytische Therapie mit rekombinantem gewebespezifischem
Plasminogenaktivator (rtPA) innerhalb eines 4,5-h-Fensters, welche zu einem
signifikant verbesserten klinischen Ergebnis flhrt. Nach diesem Zeitraum
iberwiegt das Risiko den Nutzen.® Weiterhin ist eine mechanische
Thrombektomie bei Patienten mit klinisch relevantem neurologischen Defizit und
grollem arteriellem Gefallverschluss im vorderen Kreislauf bis zu 6 Stunden
nach Symptombeginn empfohlen, bei fehlenden Kontraindikationen in
Kombination mit rtPA. Dabei durfen die mechanische Thrombektomie und die

intravendse Thrombolyse einander nicht verzégern.®

3. Friihe Sekundarprophylaxe:* Ziel der Sekundarprophylaxe ist die Vermeidung
einer erneuten TIA oder eines erneuten Schlaganfalls nach einem stattgehabten
zerebrovaskularen Ereignis. Hierunter fallt neben dem Einsatz von
Thrombozytenaggregationshemmern  wie  Acetylsalicylsdure  (ASS)* die
Behandlung der Hyperlipiddmie mit Statinen®, die orale Antikoagulation mit
Vitamin-K-Antagonisten oder neuen Antikoagulanzien wie Dabigatran bei
Vorhofflimmern®*® sowie die Behandlung der Hypertonie mit antihypertensiven

Substanzklassen?.

4. Erkennung, Vorbeugung und Behandlung von Komplikationen: Schlaganfalle
pradisponieren fur eine Vielzahl von medizinischen Komplikationen wie Infekte
der Atemwege und des Harntrakts, Beinvenenthrombosen  und
Dekubitalgeschwiire, die Morbiditat und Mortalitdt beeinflussen.”*' Besonders
Dysphagie und eine verminderte Vigilanz = verursachen  gehauft
Aspirationspneumonien, die mit einer erhohten Mortalitat bei
Schlaganfallpatienten einhergehen.*? Zur Vermeidung und Behandlung dieser

Komplikationen werden Frihmobilisation, Schluckdiagnostik, frihzeitige Therapie
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von bakteriellen Infektionen und eine ausreichende Hydratation empfohlen.” Eine
chirurgische Dekompressionsbehandlung bei erhdhtem intrakraniellem Druck
und Hirnédem muss frihzeitig nach Symptombeginn erwogen werden, da sonst

der weitere Krankheitsverlauf negativ beeinflusst wird.*?

5. Fruhrehabilitative Therapien: Bereits im Akutkrankenhaus sollte mit physio-
und ergotherapeutischen sowie logopadischen MalRhahmen begonnen werden,
um die spontane Wiedergewinnung von ausgefallenen Hirnfunktionen zu
unterstitzen. In neurologischen Rehabilitationskliniken sollte die Behandlung
fortgesetzt werden.** Hierbei profitieren Patienten mit milden neurologischen
Ausfallen eher als solche mit schweren Defiziten, und zwar hauptsachlich in den

ersten drei bis sechs Monaten nach dem Schlaganfallereignis.***®

1.1.6 Prognose

Der Schlaganfall ist die haufigste Ursache flr eine dauerhafte und komplexe
Behinderung im Erwachsenenalter sowie fur die damit einhergehende
Pflegebediirftigkeit.*” Die Prognose nach einem Schlaganfall ist abhéngig vom
Ausmaly der Hirnschadigung. Etwa ein Drittel der Betroffenen stirbt an den
direkten Folgen eines Schlaganfalls, ein weiteres Drittel wird pflegebedirftig.*
Nur bei etwa zwei Dritteln der Uberlebenden Schlaganfallpatienten kann nach
einem initialen motorischen Defizit eine klinische Besserung erreicht werden.*®
Finf Jahre nach dem primaren Schlaganfallereignis ist mehr als die Halfte der

Patienten verstorben.*®

Der Schlaganfall ist eine Krankheitsentitat mit weitreichenden Folgen fur das
weltweite Gesundheitssystem. Allein in Europa verursachen Schlaganfalle
jahrliche Kosten in Héhe von schatzungsweise 64,1 Milliarden Euro.*®

Zur Senkung der Krankheitspravalenz sowie zur Verbesserung des
Therapieergebnisses und Senkung der Krankheitslast sind primar- und
sekundarpraventive Malnahmen ebenso wie die Erforschung neuartiger

Therapieansatze und die Weiterentwicklung bestehender Therapien notwendig.
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1.2 Zellulare Mechanismen des ischamischen Schlaganfalls

1.2.1 Begriffsdefinition von Infarktkern und Penumbra

Das menschliche Gehirn wird mit bis zu 20 % des Herzzeitvolumens versorgt.>®

Bei Verminderung oder Ausbleiben des zerebralen Blutflusses und damit der
Minderversorgung mit Sauerstoff und Glukose stellt das betroffene Hirnareal
nach kurzer Zeit seine Funktion ein, und das Gewebe erleidet einen Schaden."
Dabei gibt es bei Mensch und Tier jeweils mehrere Perfusionsgrenzen, bei denen
die Hypoperfusion die neuronale Integritit unterschiedlich beeinflusst.? Befindet
sich das Hirngewebe in einem Perfusionsbereich, in dem es einem
Funktionsverlust unterliegt, jedoch seine Integritat behalt und bei rechtzeitiger
Reperfusion die Funktion wiedererlangt, wird es als Penumbra bezeichnet. Wird
das Gewebe Uuber einen langeren Zeitraum unterhalb einer kritischen
Perfusionsgrenze unzureichend mit Blut versorgt, bleibt es irreversibel

t.>3 Beim Menschen reicht der Abschnitt

geschadigt, und es bildet sich ein Infark
der Penumbra von etwa 15 bis 8 ml Blut/100 g Hirngewebe/min. Unterhalb von
8 ml/100 g/min kommt es zum irreversiblen Zusammenbruch des Struktur-
stoffwechsels.**

Das Konzept der Rekanalisierungstherapie beim ischamischen Schlaganfall zielt
damit darauf ab, die GroRRe des Infarktkerns mdglichst gering zu halten und die
Funktion des Gewebes relativer Ischamie bestmdglich wiederherzustellen.® Die
Entwicklung der strukturellen Lasion im betroffenen Hirnareal bei fehlender

Reperfusion ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Penumbra

. Strukturelle Lasion

Minuten

Tage und Wochen

™~

Abbildung 1: Riickgang des neurologischen Defizits als funktionelles Korrelat der

Penumbra und Anstieg der strukturellen Lasion nach fokaler zerebraler Ischamie.

Zu Beginn eines Schlaganfalles reprasentieren die klinischen Symptome die zerebrale
Funktionseinschrankung im Bereich der Penumbra und noch nicht zwangslaufig eine strukturelle
Lasion. Im Laufe der Zeit kdnnen einige Regionen spontan oder aufgrund der Therapie ihre
Funktion wiedererlangen, wahrend die strukturelle Lasion wachst (adaptiert nach U. Dirnagl et al.
1999).

1.2.2 Exzitotoxizitat

Ein wichtiger pathogenetischer Mechanismus zu Beginn des ischamischen
Schlaganfalls ist die Exzitotoxizitat. Sie beschreibt den schadigenden Einfluss auf
Neurone durch hohe Dosen von exzitatorischen Neurotransmittern. Ein
exzitatorischer Neurotransmitter, der eine besonders hohe Konzentration im
Hirngewebe hat, ist Glutamat.

Die verminderte Versorgung der Neurone und Gliazellen mit Sauerstoff und
Glukose beim ischamischen Schlaganfall fuhrt zu einem Mangel an Energie in

Form von Adenosintriphosphat (ATP). Infolgedessen kann das Ruhe-
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membranpotential nicht mehr aufrechterhalten werden, und der aktive
lonentransport durch die Zellmembran versiegt. Die Zellen reagieren mit
Depolarisationen und sezernieren vermehrt Glutamat. Glutamat bindet an
Glutamat-abhangige = Kalziumrezeptoren, deren  Aktivierung zu einer
intrazellularen Akkumulation von Kalzium fiihrt.>®

Kalzium fungiert als Kofaktor flr eine Vielzahl von Reaktionen des zellularen
Metabolismus. Durch die hohe intrazellulare Kalziumkonzentration werden
Enzyme induziert, welche unter anderem Proteine des Zytoskeletts degradieren
und freie Sauerstoffradikale bilden. Diese sind zytotoxisch, bringen die
mitochondriale Atmungskette und damit die zellulare Energiegewinnung zum
Erliegen, beschadigen die zellulare DNA und setzen dadurch apoptotische
Prozesse in Bewegung.®’

Infolge der Kalzium-Akkumulation erfolgt ein Wassereintritt entlang des
osmotischen Gradienten, welcher die Zellen anschwellen lasst. Dies wird als
zytotoxisches Odem bezeichnet, weil es die Perfusion in Zellen der Penumbra

weiter verschlechtert und so deren Ubergang in den Infarktkern vorantreibt.*®

1.2.3 Periinfarkt-Depolarisationen

Ein weiterer zellschadigender Mechanismus, der schon friih beim ischamischen
Schlaganfall einsetzt, sind Depolarisationen in der direkten Infarktumgebung.
Diese werden als Periinfarkt-Depolarisationen bezeichnet.

Im Infarktkern folgt aufgrund des absoluten Versorgungsmangels auf die initialen
Depolarisationen der Zelluntergang. Da in der Penumbra jedoch eine
Restperfusion vorhanden ist, kdnnen die Zellen repolarisieren. Die
fortschreitende extrazellulare Akkumulation von exzitatorischen Neuro-
transmittern wie Glutamat fihrt zu repetitiven Depolarisationen, die Energie
verbrauchen. Diese fuhren zum konsekutiven Neuronenuntergang und einer

weiteren GroRenzunahme des Infarktkerns.®’
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1.2.4 Inflammation

In einer weiteren Phase der Ischamie-bedingten Zellschadigung kommt es zur
vermehrten Expression von proinflammatorischen Genen. Ausloser sind die
bestehende Hypoxie, die Zunahme freier Sauerstoffradikale und Aktivierung
intrazellularer Signalwege mit Kalzium als sekundarem Botenstoff.

So werden schon kurz nach Ischamiebeginn Astrozyten, Mikroglia,
Endothelzellen und Leukozyten aktiviert.’? Astrozyten und Mikroglia andern ihre
Morphologie. Wahrend erstere hypertrophieren, ziehen letztere ihre Fortsatze
zurick und nehmen eine amoboide Morphologie an. Auf der Oberflache der
Endothelzellen nimmt die Anzahl an Adhasionsmolekilen wie CD54 und
verschiedenen Selektinen zu. Diese interagieren mit neutrophilen Granulozyten
aus dem systemischen Blutkreislauf und ermdglichen deren transendotheliale
Migration in das Hirnparenchym, was als Leukodiapedese bezeichnet wird.
Makrophagen und Monozyten folgen den Neutrophilen nach und die Leukozyten
akkumulieren im geschadigten Hirngewebe.*

Entzindungsmediatoren wie der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF),
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und Interleukin 1B (IL-18) werden von der
geschadigten Mikroglia und den infiltrierenden Leukozyten sezerniert und treiben
die entziindlichen Prozesse weiter voran.?® So I6st IL-1B Fieber aus, steigert die
Glutamat-vermittelte Exzitotoxizitdt und flhrt zur Bildung freier Sauerstoff-
radikale.*

Weitere postischamische Schaden kénnen entstehen, wenn die attrahierten
Leukozyten sich in den Hirnkapillaren sammeln und mikrovaskulare
Obstruktionen verursachen. Letztlich sorgen die eingewanderten Immunzellen
jedoch  fur eine Abtragung toter Zellen und ermoéglichen die
Geweberekonstruktion, die in den Tagen und Wochen nach der ischamischen

Schadigung stattfindet.®’

10
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1.2.5 Apoptose

Auf zellularer Ebene gibt es flir Penumbra und Infarktkern neben der
Durchblutungssituation auch Unterschiede hinsichtlich des Zelluntergangs,
welcher einen weiteren Mechanismus in der Pathogenese der zerebralen
Ischamie darstellt:

In der Penumbra findet der Zelluntergang eher aufgrund von Apoptose statt, im
Infarktkern kommt es hingegen hauptsachlich zu Nekrosen. Apoptose ist der
programmierte Zelltod mit erhaltener Zellintegritat bei Fehlen einer Schadigung
des umgebenden Gewebes. Bei der Nekrose kommt es durch absoluten
Energiemangel zu einer Stérung der zellularen Homoostase, die zur Zelllyse,
Entziindung und Odembildung fiihrt.

Erklaren Iasst sich dies dadurch, dass in der Penumbra eine mildere Ischamie
herrscht, sodass gentigend Energie zur Synthese von Apoptose-induzierenden
Proteinen bereitstellt wird.®® Zu den Enzymen, die bei der Apoptose eine
entscheidende Rolle spielen, gehdrt die Familie der Caspasen. Diese Proteasen
bauen Uberlebenswichtige intrazellulare Proteine ab und zerlegen die Zelle bis
hin zu ihrem Tod. In einem Mausmodell der fokalen Ischamie wurde in flr
Caspase-1-defizienten Mausen ein reduzierter Gewebeschaden im Vergleich zu
Kontrollmausen festgestellt.®’ Dies verdeutlicht die Bedeutung der Apoptose bei
der Entwicklung des ischamischen Schlaganfalls.

Der angenommene zeitliche Verlauf der schadigenden Mechanismen beim
ischamischen Schlaganfall ist in Abbildung 2 dargestellt. Abbildung 3 illustriert die
zellularen Prozesse, die durch diese Mechanismen ausgeldst werden und zum

Zelluntergang fuhren.
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Abbildung 2: Schadigungskaskade bei zerebraler Ischamie.

Exzitotoxische Mechanismen schadigen Neuronen und Glia schon friih nach Eintreten des
Perfusionsdefizits. Periinfarkt-Depolarisationen und spater auch Inflammation sowie Apoptose
tragen konsekutiv zum weiteren Gewebsuntergang bei. Wahrend die x-Achse den zeitlichen
Verlauf der Schadigungskaskade illustriert, soll die y-Achse die Auswirkung der einzelnen

Mechanismen auf das Endresultat veranschaulichen (adaptiert nach U. Dirnagl et al. 1999).
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Enetgieveriust Periinfarkt-Depolarisationen

Glutamat-
Ausschuttung

Membran-
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Abbildung 3: Mechanismen der Pathogenese beim ischamischen Schlaganfall.

Energieverlust fihrt zur Depolarisation von Neuronen und Ausschittung von Glutamat. Dadurch
aktivierte Glutamat-abhangige Rezeptoren erhdhen die intrazellulare Konzentration von Ca®" und
Na®, wahrend K" in den Extrazellularraum freigegeben wird. Die Diffusion von K* und Glutamat
nach extrazellular ruft eine Welle von Depolarisationen angrenzender Neurone hervor
(Periinfarkt-Depolarisationen). Der osmotische Gradient lasst vermehrt Wasser in die Zelle
eintreten und lasst die Zelle anschwellen (Odembildung). Durch Ca®" Uberaktivierte Enzyme
generieren freie Radikale, die die Zellmembran, Mitochondrien und DNA schadigen und so den
programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren. Durch die freien Radikale werden
Entziindungsmediatoren sezerniert, die Mikroglia aktivieren und eine Infiltration der Blutgefalle

durch Leukozyten hervorrufen (adaptiert nach U. Dirnagl et al. 1999).

1.2.6 Odembildung

Infolge der vier beschriebenen Mechanismen kommt es nach einer zerebralen
Ischdmie zusatzlich zu einer Odembildung. Das Hirnédem ist definiert als eine
pathologische FlUssigkeitsakkumulation im Hirngewebe mit einer absoluten

Zunahme des Hirnvolumens.®?

13



Einleitung

Es lasst sich in drei Phasen einteilen: Zunachst kommt es zu einem
zytotoxischen Hirndédem. Dann folgt ein vasogenes Odem mit Integritatsverlust
der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Die dritte Phase der endothelialen Dysfunktion
fihrt zur hamorrhagischen Konversion.®

Das zytotoxische Odem ist eine Folge der Exzitotoxizitat mit intrazellulérer
Kalzium-Akkumulation und nachfolgender osmostischer Wassereinlagerung und
wurde bereits beschrieben. Zusatzlich kommt es zum Einbau von Aquaporinen in
die Zellmembran. Diese stellen Kanalproteine dar, die den Wasserdurchtritt
erleichtern.®* Die Blut-Hirn-Schranke ist hierbei noch intakt. Doch durch die
intrazellulare Elektrolyt- und Wassereinlagerung wird das Volumen des
Extrazelluldrraums vermindert. So entsteht durch das zytotoxische Odem ein
hydrostatischer und onkotischer Druckgradient zwischen Intravasal- und
Extrazellularraum, der als treibende Kraft fiir das nun folgende vasogene Odem
dient.®® Fiir dessen Entwicklung ist jedoch eine zweite Voraussetzung notwendig,
und zwar die Permeabilitat der BHS.®® Auf deren Aufbau, Funktionsweise und
Integritatsverlust wird im folgenden Kapitelabschnitt eingegangen. Resultat der
Permeabilitdt der BHS ist ein Ultrafiltrat des Blutes: GroRere Bestandteile wie
Serumproteine  werden Uber die Gefalgrenze in den zerebralen
Extrazellularraum transportiert, wahrend zellulare Bestandteile wie Erythrozyten
noch nicht hindurchgelangen.®®

Erst in der dritten Phase der Odembildung kommt es zur endothelialen
Dysfunktion mit vollstandigem Verlust der Integritdt der BHS. Intravasales Blut
tritt mit all seinen Bestandteilen ungehindert in das Hirnparenchym aus. Diese
hamorrhagische Konversion tritt jedoch nur in etwa 30 bis 40 Prozent der
ischamischen Schlaganfalle auf und ist haufig mit der Reperfusion nach
therapeutischer Thrombolyse assoziiert.

Die Odembildung erreicht ihr Maximum im Zeitraum von 24 bis 72 h nach dem

1.7 Der Ubergang zwischen den verschiedenen

ischamischen Schlaganfal
Phasen der Odembildung ist dabei abhangig von Lange und Grad der Hypoxie.
Demzufolge ist die Entwicklung einer hamorrhagischen Konversion eher im
Bereich einer reperfundierten Kapillare des Infarktkerns als im Randgebiet der

Penumbra zu erwarten.®®
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1.3 Das Modell der Blut-Hirn-Schranke

Als Blut-Hirn-Schranke wird die Grenzflache zwischen Blutkreislauf und
Hirnparenchym im zerebralen Kapillar-Netzwerks bezeichnet. Als semipermeable
Barriere dient sie dazu, das neuro-parenchymatése  Mikromilieu
aufrechtzuerhalten. Dabei halt sie potentiell schadigende Molekile vom
Hirngewebe fern und stellt dessen adaquate Versorgung mit Nahrstoffen sicher,

indem sie Schwankungen in der Blutzusammensetzung abpuffert.®®

1.3.1 Die neurovaskulare Einheit

Die BHS ist das funktionelle Korrelat eines dynamischen Verbundes von
verschiedenen Zelltypen, den man als neurovaskulare Einheit (NVE) bezeichnet
(Abb. 4).

Die direkte Begrenzung des Gefalllumens bilden die Endothelzellen. Diese sind
frei von den fur Endothelien sonst typischen Fenestrationen und Uber den
junktionalen Komplex miteinander verknlpft. Dadurch wird der parazellulare
Transport von hydrophilen Molekilen verhindert und die Hirnkapillaren erlangen
eine bis zu 100-fach verringerte Permeabilitat im Vergleich zu peripheren
Kapillaren.®® Die strukturelle Grundlage hierfiir ist die Dichtigkeit der
endothelialen Zell-Zell-Kontakte, welche im folgenden Kapitel erlautert werden.
Eine weitere beteiligte Zellart sind die Perizyten. Sie sind in unregelmafigen
Abstanden an der vom Lumen abgewandten endothelialen Membran angeheftet.
Uber ihre Funktion ist bisher wenig bekannt. Aufgrund ihres Gehalts an
kontraktilen Proteinen wird ihnen eine Beteiligung an der Regulierung des
Blutflusses zugeschrieben.”® Da das Fehlen von Perizyten im Mausmodell zu
endothelialer Hyperplasie und einer abnormen GefalRmorphologie fuhrt, vermutet
man eine Funktion bei der Bildung, Reifung und Aufrechterhaltung des
zerebralen Endothels und der BHS.”"

Endothelzellen und Perizyten sind von der Basalmembran umgeben. Diese
besteht aus verschiedenen Strukturproteinen der extrazellularen Matrix wie
Kollagen und Laminin und hat fur die umgebenden Zellen Uber

Matrixadhasionsproteine eine stabilisierende Funktion.*
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An die Basalmembran grenzen als weitere Zellart der NVE die Astrozyten, die mit
ihren EndfiRen die Kapillare ummanteln. Die Astrozytenendfiile sind das
Bindeglied zwischen Kapillarendothel und Hirnparenchym. Durch Kalzium-
vermittelte Signaltransduktion werden die Endothelzellen bei der Modulierung der
Permeabilitit der BHS unterstiitzt. Uber membrandre lonenkanale und
Transportproteine wie die Aquaporine werden der Wasser- und Elektrolytgehalt
des Gehirns reguliet und die Homobostase der Neurotransmitter
sichergestellt.®®"2

Die lokal angrenzenden Neuronen stellen einen weiteren Bestandteil der NVE
dar. lhre Nahe zu den benachbarten nichtneuronalen Zellen ermdglicht die
parakrinen Wirkungen, die fir die Funktionalitat des Gehirns notwendig sind.
Dazu zahlen die Regulation des Blutflusses, Matrix-Interaktionen, Inaktivierung

von Neurotransmittern und neuro- sowie angiogenetische Effekte.”

Astrozyt

Neuron

Endothelzelle

Perizyt

Basalmembran

Abbildung 4: Neurovaskuldre Einheit der Blut-Hirn-Schranke.

Die Blut-Hirn-Schranke besteht zum GefalRlumen hin aus dicht verschlossenen kapillaren
Endothelzellen, die von einer Basalmembran und den Perizyten sowie perivaskular von
astrozytischen EndfiiRen umhiillt werden. Uber die Astrozyten entsteht die Verbindung zu den
Neuronen. Der dynamische Verbund dieser Zelltypen wird als neurovaskulare Einheit bezeichnet
(adaptiert nach N. Abbott et al. 2006).
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1.3.2 Aufbau und Funktion des junktionalen Komplexes

Die zerebralen Endothelzellen der BHS sind eng miteinander verbunden und
verhindern so den freien Ubertritt von gelésten Substanzen aus dem Blut ins
Hirngewebe und umgekehrt.®® Sie sind (iber den junktionalen Komplex
miteinander verbunden, der sich aus Tight (TJ) und Adherens Junctions (AJ)
zusammensetzt (Abb. 5). Mdglicherweise sind auch Gap Junctions (GJ) beteiligt,
diese dienen jedoch der interzellularen Kommunikation und nicht der

Permeabilitatsbarriere.

AJ vermitteln das Aneinanderhaften der Endothelzellen und sind an der
zellularen Kontaktinhibition sowie an der Regulierung der parazellularen
Permeabilitat beteiligt.”> Sie sind basal der TJ lokalisiert und bestehen zum
Groldteil aus dem vaskular-endothelialen Cadherin (VE-Cadherin), einem
endothelspezifischen und Kalzium-regulierten Membranprotein. Mit ihrer
intrazellularen Domane sind sie Uber Catenine und weitere Proteingruppen mit
dem Aktin-Zytoskelett verbunden. Extrazellular binden zwei VE-Cadherine
benachbarter Endothelzellen aneinander und erreichen so einen lockeren
Zusammenschluss.”* Zwar kann der alleinige Verlust der AJ schon zur
Permeabilitatssteigerung der BHS fiihren,” jedoch sind es primar die TJ, die fir

die geringe parazellulare Permeabilitat verantwortlich gemacht werden.

Die TJ befinden sich an der apikalen Spitze der lateralen Plasmamembran. Wie
die AJ bestehen sie aus Transmembranproteinen, die Uber akzessorische
Proteine eine Verbindung mit dem Aktin-Zytoskelett der Endothelzellen
herstellen.”

Zu den transmembranaren Proteinen der TJ zahlen die junktionalen
Adhasionsmolekile (JAM), Occludin und die Claudine. Bei den akzessorischen
zytoplasmatischen Proteinen spielen Zonula Occludens-Proteine (ZO) die
wichtigste Rolle.”

Von JAM sind bisher drei Unterformen bekannt. JAM-1 besteht aus einer kurzen
intrazellularen, einer einzelnen transmembranaren sowie einer langen

extrazellularen Domane, die den Interzellularspalt bis zum korrespondierenden
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JAM Uberspannt. JAM sind auch in Lymphozyten und Thrombozyten exprimiert
und an der Leukodiapedese sowie der Thrombozytenaggregation beteiligt.”
Occludin besteht aus vier transmembranaren Domanen mit zwei extrazellularen
Schleifen. Im Hirnendothel ist es kontinuierlich entlang der Zellgrenzen
exprimiert.”® Occludin erhéht zwar den elektrischen Widerstand von epithelialen
TJ,”® sein Verlust ist jedoch interessanterweise durch eine gesteigerte
Expression von anderen Proteinen der TJ kompensierbar®® Es wird
angenommen, dass Occludin die Barrierefunktion der TJ eher reguliert und
unterstutzt als sie selbst aufzubauen.

Die Claudine hingegen scheinen die wichtigste Funktion in der Aufrechterhaltung
der Impermeabilitit der BHS zu haben.®® Aus der Proteinfamilie der Claudine
wurden beim Menschen Uber 20 Mitglieder identifiziert, von denen Claudin-1, -3,
-5 und -12 in der BHS beschrieben wurden.?' Wie Occludin beinhalten sie vier
transmembranare Domanen mit zwei extrazellularen Schleifen, Uber die sie in
Verbindung stehen.” Jedes Claudin reguliert die Durchlassigkeit der BHS fiir
Molekiile bestimmter GréRen.® Claudin-5 verhindert den parazellularen
Durchtritt von Molekulen < 800 Dalton und sein Verlust fuhrt im Mausmodell 10 h
postnatal zum Tod der Tiere. Somit spielt es fur die Barrierefunktion der TJ eine
zentrale Rolle.®

Nach ischamischem Schlaganfall werden Claudin-5 und Occludin im
Hirnendothel herunterreguliert und fiihren zu einer Offnung der BHS.%

Von den submembranaren ZO sind die drei Proteine ZO-1, -2 und -3 bekannt.
Sie besitzen drei Domanen, mit denen sie an der zellularen Signaltransduktion
teiinehmen und die transmembranaren TJ-Proteine mit dem Aktin-Zytoskelett
verbinden.®® Den gréRten Stellenwert fiir die Stabilitat der TJ hat hierbei ZO-1, da
seine Dissoziation vom junktionalen Komplex eine erhdhte Permeabilitat der TJ
verursacht.”® ZO-2 wurde ebenfalls in der BHS gefunden, scheint funktionell
redundant zu ZO-1 zu sein und kann dessen Aufgaben in Epithelien

Ubernehmen.®
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Abbildung 5: Organisation des junktionalen Komplexes der Blut-Hirn-Schranke.

Der junktionale Komplex zwischen zwei Endothelzellen besteht aus Adherens (AJ) und Tight
Junction (TJ). In den basalen AJ steht das Membranprotein VE-Cadherin Gber Catenine mit dem
Aktin-Zytoskelett in Verbindung. Die apikalen TJ beinhalten transmembranére Proteine wie JAM,
Claudine und Occludin, die Uber akzessorische Zonula Occludens-Proteine (ZO-1, -2) eine
Verbindung zum Aktin-Zytoskelett herstellen (adaptiert nach B. Hawkins & T. Davis 2006).

1.3.3 Regulierung der endothelialen Permeabilitat

Die endotheliale Permeabilitat 1asst sich durch eine Vielzahl an extrazellularen
Stimuli sowie durch intrazellulare Signaltransduktionwege beeinflussen. Ein
direkter Einfluss auf Expression und Lokalisation der TJ-Proteine wird
beispielsweise Uber Hormone oder Zytokine ausgeubt. Das Glukokortikoid
Hydrokortison erniedrigt, Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und Histamin erhéhen
die Permeabilitdt durch Erhdhung bzw. Erniedrigung der Expression von
Occludin und ZO-1.%°

Jedoch sind auch indirekte Wirkungen am junktionalen Komplex durch

Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts mdglich, welches mit den TJ-Proteinen
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verbunden ist. Eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts kann zu
ultrastrukturellen Anderungen der TJ und zum Barriereverlust fiihren.®
Mechanistisch wurde hierflr eine Caveolin-vermittelte Endozytose von Occludin

beschrieben.®’

1.4 Das Aktin-Zytoskelett und das aktinbindende Protein
Cofilin

Aktin ist das haufigste Protein in eukaryotischen Zellen und interagiert mit so
vielen anderen Proteinen wie kein zweites. Es liegt entweder monomer als
globulares Aktin (G-Aktin) oder polymer als filamentares Aktin (F-Aktin) vor.
Mittels aktinbindender Proteine (ABP) oder durch ATP-Verbrauch kann es vom
einen in den anderen Zustand Ubergehen. Dies macht es zu einem wichtigen
Beteiligten bei zellularen Funktionen wie der Zellmotilitat, intrazellularem

Transport sowie der Aufrechterhaltung der Zellmorphologie.®®

Die aktinbindenden Proteine erflllen verschiedene Funktionen. Eine wichtige
Funktion ist der Auf- und Abbau der Aktinfilamente, was unter anderem durch
Polymerisation am (+)-Ende und Depolymerisation am (-)-Ende ermdglicht wird.
Cofilin, das seinen Namen aufgrund seiner Cosedimentation mit filamentarem
Aktin hat, gehort zur aktindepolymerisierender Faktor (ADF)/Cofilin-Familie. Beim
Menschen sind ein ADF und zwei Formen von Cofilin bekannt. ADF wird
hauptsachlich in Epithel- und Endothelzellen exprimiert, Cofilin-1 in den meisten

embryonalen und adulten Geweben und Cofilin-2 ist muskelspezifisch.

Funktionell ist Cofilin am Auf- und Abbau der Aktinfilamente beteiligt: Die
Spaltung von F-Aktin in zwei Filamente und die Depolymerisation am (-)-Ende
des F-Aktins fuhren zum Abbau, die Stabilisierung von Filamenten und die
Nukleation, also die Neubildung von F-Aktin aus durch Depolymerisation
gewonnenen Aktinmonomeren, fiilhren zum Aufbau.®® Niedrige Cofilin-

Konzentrationen fUhren dabei eher zur Spaltung und Abbau der Aktinfilamente,
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hohe Konzentrationen fuhren zum Aufbau durch Nukleation
(Abb. 6).°"

Cofilin-Konzentration

gering mittel hoch
Spaltung/Abbau Stabilisierung Nukleation/Aufbau
WAL  CBRLBIRT e @ — S —
BRI ‘ BT @ ATP-Aktin oo Filament-
© ADP/Pi-Aktin Nukleus bildung
O ADP-Aktin
® Cofilin

Abbildung 6: Konzentrationsabhangige Aktivitat von Cofilin.

In geringer Konzentration fiihrt Cofilin zu einer Spaltung von Aktinfilamenten und somit deren
Abbau. In mittlerer Konzentration stabilisieren Cofilin-Molekile das Gerust der Aktinfilamente. In
hoher Konzentration stabilisiert Cofilin als Nukleus bezeichnete Aktindimere und induziert so eine

Neubildung von Aktinfilamenten (adaptiert nach M. Van Troys et al. 2008).

Da Cofilin damit eine grofle Bedeutung fur die zellulare Dynamik besitzt,
unterliegt es einer strikten Regulierung. Durch Phosphorylierung des Serinrests
an Position 3 (Ser3) der Aminosaurekette wird die Bindungsstelle flr F-Aktin
blockiert und damit die Aktivitat von Cofilin gehemmt. Je zwei Kinasen aus zwei
Familien kdnnen Ser3-Cofilin phosphorylieren: LIM1 und LIM2 von den LIM-(Lin-
11/Isl-1/Mec-3-) Kinasen sowie TESK1 und TESK2 von den TES-(testikulares
Protein-)Kinasen.®> Dabei kann das Protein RhoA die Rho-assoziierte
Proteinkinase (ROCK) aktivieren, welche wiederum die LIM-Kinasen aktivieren
kann.%?

Die Abspaltung des Phosphatrests an Ser3-Cofilin durch Phosphatasen kann
Cofilin wieder aktivieren. Bisher wurden die SSH-(Slingshot-)Phosphatasen

SSH1, -2 und -3 sowie Chronophin als Cofilin-Phosphatasen identifiziert.*
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Abbildung 7 illustriert das zellulare Gleichgewicht von Cofilin und seiner inaktiven

Form Phospho-Cofilin sowie die beteiligten Regulationsmechanismen.
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Abbildung 7: Der Signalweg von Cofilin.

Durch aktives Cofilin werden Aktinfilamente depolymerisiert, jedoch gleichzeitig Monomere zur
Nukleation von neuen Filamenten bereitgestellt. Cofilin wird durch Phosphorylierung durch die
Kinasen LIMK und TESK inaktiviert und durch die Phosphatasen Chronophin, Slingshot und
PP1/PP2A reaktiviert (adaptiert nach O. Fedorchenko 2009).

1.5 Die Bedeutung der Pyridoxal-Phosphatase Chronophin

Chronophin ist eine Phosphatase aus der Superfamilie der Haloazid-
Dehalogenasen (HAD). Die grof’e Gruppe der HAD-Phosphatasen zeichnet sich
durch  ihre hohe  Substratspezifitdt sowie ihren  ungewohnlichen
Dephosphorylierungsmechanismus aus, bei dem ein Aspartatrest im aktiven

Zentrum als Nukleophil fungiert.?
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Chronophin wurde initial als hochspezifische Cofilin-Phosphatase biochemisch
aus Rinderhirn isoliert. Es ist in vielen adulten Geweben und in besonders hoher
Konzentration im Gehirn exprimiert. Seine Herunterregulierung fihrt zu
fehlerhaften Zellteilungen, erhdhter Aktin-Polymerisierung und Ausbildung von
Zellfortsatzen, was seine Relevanz fur die Zellmotilitdt und Interaktionen mit dem
Aktin-Zytoskelett und der Zellmembran aufzeigt.”® AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass Chronophin Aggregate aus dephosphoryliertem Cofilin und Aktin
bilden kann und an der Aktivierung von Cofilin in neutrophilen Granulozyten

beteiligt ist.”"%®

Chronophin fungiert neben seiner Funktion als Cofilin-
Phosphatase auch als metabolische Phosphatase, die die co-enzymatisch aktive
Form des Vitamins Bg — Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP) — desphosphoryliert.*® Die
molekulare Identitat dieser Pyridoxal-Phosphatase konnte von Jang et al.
aufgeklart werden.'® PLP ist als Cofaktor an {iber 160 Enzymreaktionen beteiligt,
was einem Anteil von etwa 4 % der bisher bekannten Enzymaktivitat

entspricht."”’

Eine tragende Rolle spielt es bei Funktionen des zellularen
Energiemetabolismus wie der Glykogenolyse und der Aminosauresynthese, der
Ham-Biosynthese und damit der zellularen Oxygenierung sowie der Synthese
einer Vielzahl von Neurotransmittern.'® Beispielsweise ist die Synthese des
inhibitorischen Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA) PLP-abhangig.
GABA wird von der Glutamat-Decarboxylase (GAD) aus der Aminosaure
Glutamat synthetisiert. GAD existiert in den zwei Isoformen GADgs und GADg7,
wobei GADg; fur die basale GABA-Produktion verantwortlich ist und GADgs bei
hohem GABA-Bedarf aktiv ist."®® Aktuelle Untersuchungen legen eine relevante
Beeinflussung der Aktivitat dieser fur neuronale Funktionen wichtigen Enzyme
durch Chronophin nahe und werden im Diskussionsteil besprochen.

Trotz des Wissens Uber seine Substrate ist Uber biologische Funktionen von
Chronophin noch wenig bekannt und die Gewinnung neuer Erkenntnisse daher
Ziel aktueller Forschungen. Die hohe Konzentration von Chronophin in
Hirngewebe und der Hinweis aus genetischen Studien, dass einige HAD-
Phosphatasen an der Pathogenese von neurologischen Erkrankungen beteiligt
sind, lenken den Fokus auf die Untersuchung der Funktion von Chronophin im

Gehirn.®
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1.6 ROCK als Gegenspieler von Chronophin bei der

Phosphoregulation von Cofilin

Durch Untersuchungen in glialen Tumorzellen ist bekannt, dass Chronophin als
Cofilin-Phosphatase den invasiven Phanotyp, an dessen Entstehung ROCK
mitbeteiligt ist, antagonisieren kann.'® ROCK fordert die auf der Interaktion von
Aktin und Myosin basierende Kontraktilitdt von Endothelzellen und die
Delokalisation wichtiger TJ-Proteine wie Occludin, Claudin-5 und ZO-1 vom
junktionalen Komplex.'® Es ist beteiligt an der Vermittiung inflammatorischer
Prozesse nach Gefallschaden, Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung

® Eine medikamentose

und kann die GefaRpermeabilitit beeinflussen.®
Antagonisierung von ROCK kann den zerebralen Blutfluss steigern und wirkt

beim ischamischen Schlaganfall neuroprotektiv.'®’

1.7 Ziel der Arbeit

Aufgrund dieser Bedeutung von ROCK ist es von besonderem Interesse,
ebenfalls die Rolle seines funktionellen Gegenspielers Chronophin beim
ischamischen Schlaganfall zu charakterisieren. Hierfir soll im murinen
Schlaganfallmodell untersucht werden, ob Chronophin einen Einfluss auf
InfarktgroRe und Odembildung sowie den neurologischen Status der Tiere hat.
Immunhistochemische  Farbungen von Hirnschnitten, proteinchemische
Untersuchungen von Hirnlysaten sowie zellbiologische Analysen des junktionalen
Komplexes von Endothelzellen sollen die Befunde aus dem Schlaganfallmodell
aufschlisseln und mdgliche Funktionen von Chronophin flr die Integritat der
BHS aufklaren. Mdglicherweise kdnnen die Ergebnisse zuklnftig dazu beitragen,

die Therapien und Prognose von Schlaganfallpatienten zu verbessern.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

Die wildtypischen Mause des Stammes C57BL/6 stammten von Charles River,
Sulzfeld, Deutschland. Zur Untersuchung der in-vivo-Wirkungen von Chronophin
wurden Mausmodelle mit globalem und zellspezifischem Chronophin-Knockout
(KO) generiert. Diese transgenen Cre-Linien wurden von der Firma Jackson Labs
bezogen. Da die katalytische Funktion von Chronophin (Genname: Pdxp) auf
Exon 1 liegt, wurde dieses mit loxP-Sequenzen flankiert (,gefloxt®) und mittels
einer Ella-Cre-Mauslinie  zunachst global depletiert (B6.FVB-Tg(Ella-
cre)C5379Lmgd/J, Abb. 8). Durch Kreuzung der gefloxten Tiere mit Tie2-
Cre(B6.Cg-Tg(Tek-cre)1YwalJ)-, Gfap-Cre(B6.Cg-Tg(Gfap-cre)73.12Mvs/J)- und
Pf4-Cre(Tg(Pf4-icre)Q3Rsko/J)-Stammen wurden in unserer Arbeitsgruppe
Mause mit Endothelzell-, Astrozyten- und Megakaryozyten/Thrombozyten-

spezifischer Chronophin-Ablation generiert.'®®

Diese werden in der vorliegenden Arbeit folgendermallen bezeichnet:
- C57BL/6J-Wildtyp oder ,gefloxte” Maus: WT
- globaler KO (Pdxp"™: Ella-Cre*™"): KO
- Endothelzell-spezifischer KO (Pdxp™; Tie2-Cre*"): E-KO
- Astrozyten-spezifischer KO (Pdxp™™; Gfap-Cre*"): A-KO
- Megakaryozyten-/Thrombozyten-spezifischer KO (Pdxp™™; Pf4-Cre*"): P-KO
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FRT FRT
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>
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Abbildung 8: Generierung konditional Chronophin-defizienter Mause.

Zur konditionalen Deletion von Chronophin wurde Exon 1 des flir Chronophin kodierenden Pdxp-
Gens mit loxP-Sequenzen flankiert (Ozgene, Perth, Australien). Die ,gefloxte” Zielmaus wird nun
mit einer gewebespezifischen Cre-Maus (z. B. Gfap-Cre flr Astrozyten) verkreuzt. Die Cre-
Expression kann durch gewebespezifische Promotoren kontrolliert werden. Die Abbildung wurde

freundlicherweise von Frau Dr. Elisabeth Jeanclos zur Verfligung gestellt.
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2.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Avidin-Enzym-Komplex Kit

Vector Laboratories, Burlingame
(Kalifornien), USA

bovines Fibronektin

Merck Millipore, Billerica
(Massachusetts), USA

Bradykinin

Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

BSA AppliChem, Darmstadt, Deutschland

DAB Vector Laboratories, Burlingame
(Kalifornien), USA

DAPI Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

DMEM Pan-Biotech, Aidenbach,
Deutschland

ECL-Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

Eindeckmedium fir Immunhistochemie

Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

Ethanol Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Essigsaure J. T. Baker, Center Valley
(Pennsylvania), USA

Evans Blau Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

FCS Pan-Biotech, Aidenbach,
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Deutschland

Fluoromount-G Eindeckmedium

SouthernBiotech, Birmingham
(Alabama), USA

GAPDH (TagMan® vorgefertigte

Untersuchungsreagenzien fur die

Genexpression, Teilnummer: 4352339E)

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

H202

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

HEPES-Puffer

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Histamin Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

Molekulargewichts-Standardmarker

Bio-Rad Laboratories, Hercules
(Kalifornien), USA

NGS Pan-Biotech, Aidenbach,
Deutschland
PBS Pan-Biotech, Aidenbach,

Deutschland

Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml; 100 pg/ml)

Pan-Biotech, Aidenbach,

Deutschland

Paraformaldehyd

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ponceau S Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Roti-Histol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

SDS Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TagMan® Reverses Transkriptions-

Reagenz

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

TagMan® Universal 2x PCR Master Mix
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TEMED Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thrombin Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Tissue Tek Sakura Finetek, Alphen aan Den
Rijn, Niederlande

TNF-a Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Tris-Base Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TRIzol-Reagenz®

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

Trockenmilchpulver, fettfrei

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Trypsin-EDTA (0,05/0,2 %)

Pan-Biotech, Aidenbach,

Deutschland

TTC

Sigma-Aldrich, St. Louis (Missouri),
USA

B-Mercaptoethanol

2.1.3 Antikorper

Sigma-Aldrich, St. Louis (Missouri),
USA

Primarantikorper Hersteller Katalognummer

anti-Aktin Merck Millipore, Billerica MAB1501
(Massachusetts), USA

anti-CD31 BD Becton Dickinson GmbH, 553369
Heidelberg, Deutschland

anti-CD102 BD Becton Dickinson GmbH, 553326
Heidelberg, Deutschland

anti-Chronophin Cell Signaling Technologies, 4686X

(Klon C85E3) Danvers (Massachusetts), USA

anti-Claudin-1 Life Technologies, Darmstadt, 51-9000
Deutschland
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anti-Claudin-5 Life Technologies, Darmstadt, 32-2500
Deutschland

anti-E-Cadherin Life Technologies, Darmstadt, 33-4000
Deutschland

anti-Laminin Dako, Hamburg, Deutschland Z0097

anti-Occludin Life Technologies, Darmstadt, 33-1500 /
Deutschland 71-1500

anti-VE-Cadherin (C-19) | Santa Cruz Biotechnology, Sc-6458
Dallas (Texas), USA

anti-Z0O-1 Sigma-Aldrich, St. Louis A82665
(Missouri), USA

anti-Z0O-1 Life Technologies, Darmstadt, 33-9100 /
Deutschland 61-7300

Sekundarantikorper

Hersteller

Katalognummer

Alexa Fluor 488 anti-

Maus

Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

A11029

Alexa Fluor 488 anti- Life Technologies, Darmstadt, A11034
Kaninchen Deutschland
Alexa Fluor 488 anti- Life Technologies, Darmstadt, A21208
Ratte Deutschland
Alexa Fluor 488 anti- Life Technologies, Darmstadt, A11056
Ziege Deutschland
Alexa Fluor 546 anti- Life Technologies, Darmstadt, A11030
Maus Deutschland
Alexa Fluor 546 anti- Life Technologies, Darmstadt, A11035
Kaninchen Deutschland
Alexa Fluor 546 anti- Life Technologies, Darmstadt, A11056
Ziege Deutschland
Alexa Fluor 546 Life Technologies, Darmstadt, A22283
Phalloidin Deutschland
Alexa Fluor 633 Life Technologies, Darmstadt, A22284
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Phalloidin Deutschland
anti-Maus Thermo Fisher Scientific, 31437
Meerrettichperoxidase Waltham (Massachusetts), USA
anti-Kaninchen Thermo Fisher Scientific, 31463
Meerrettichperoxidase Waltham (Massachusetts), USA
anti-Kaninchen Vector Laboratories, Burlingame | BA-1000
biotinyliert (Kalifornien), USA
anti-Ratte biotinyliert BD Becton Dickinson GmbH, 559286
Heidelberg, Deutschland
anti-Ratte Dynabeads Life Technologies, Darmstadt, 11035
Deutschland
anti-Ziege biotinyliert Vector Laboratories, Burlingame | BA-5000
(Kalifornien), USA
anti-Maus biotinyliert Vector Laboratories, Burlingame | BA-9200
(Kalifornien), USA
2.1.4 Puffer und Losungen
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Laemmli Probenpuffer (pH 6,8) 62,5 mM Tris-HCI
10 % (v/v) Glycerol
2 % (wlv) SDS
5 % (viv) B-Mercaptoethanol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
Aqua dest.
Trenngel (12-prozentig) 12 % Acrylamid
0,1 % SDS
375 mM Tris-HCI (pH 8,8)
0,05 % APS
0,003 % TEMED
Aqua dest.
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Trenngel (8-prozentig) 8 % Acrylamid
0,1 % SDS
375 mM Tris-HCI (pH 8,8)
0,05 % APS
0,003 % TEMED
Aqua dest.
Sammelgel 4 % Acrylamid
0,1 % SDS
375 mM Tris-HCI (pH 6,8)
0,02 % APS
0,002 % TEMED
Aqua dest.
Laufpuffer 250 mM Tris-Base
2M Glycin
10 % SDS
Aqua dest.
Anodenpuffer | 0,3M Tris-Base
40 % (fur Proteine | Methanol
< 40kDa) / 20 %
(fdr Proteine >
40kDa)
Aqua dest.
Anodenpuffer Il 25 mM Tris-Base
40 % (fur Proteine | Methanol
<40 kDa) /20 %
(fir Proteine > 40
kDa)
Aqua dest.
Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base
40 mM Glycin
10 % Methanol
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0,005 % SDS
(nur fur Proteine > 40 kDa)
Aqua dest.
Ponceau S-Lésung 0,1 % (w/v) Ponceau S
5% Essigsaure
Aqua dest.
Immunblot
Antikoérper-Verdinnungslésung 10 mM HEPES-Puffer
(pH 7,4)
0,5M NaCl
1% BSA
0,2 % Tween-20
0,02 % NaN3
Blotto-Puffer (pH 8,0) 50 mM Tris-HCI
80 mM NaCl
2mM CaCly
5 % (w/v) Trockenmilchpulver,
fettfrei
0,2 % NP-40
Immunhistochemie
TBS 50 mM Tris-Base (pH 7,5)
150 mM NaCl
Aqua dest.
Saponin 10 % Saponin
90 % Aqua dest.
Avidin-Enzym-Komplex 2,5ml TBS
1 Tropfen Lésung A
1 Tropfen Lésung B
DAB-Reagenz 2,5 ml Aqua dest.
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1 Tropfen Stammpuffer
2 Tropfen DAB Stammldsung
1 Topfen H,0,
Natriumcitrat-Puffer (pH 6,0) 10 mM Natriumcitrat
0,05 % Tween 20
Zellkultur
PBS 2,7mM KCI
1,8 mM KH2PO4
10 mM NaHPO4
137 mM NaCl
Aqua dest.
Kulturmedium 500 ml DMEM
50 ml (~10 %) FCS
5ml (~1 %) Pen/Strep
Hungermedium 500 ml DMEM
5ml (~1 %) Pen/Strep

2.1.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage Kern ACJ 120-4M Hartenstein, Wurzburg, Deutschland

BBD 6220 CO2 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham

(Massachusetts), USA

Dako Pen Pathology Products Dako, Hamburg,
Deutschland
Deckglaser Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FACS-Ro6hrchen Thermo Fisher Scientific, Waltham

(Massachusetts), USA

GelgieRkammern, -kassetten und BioRad, Munchen, Deutschland

-kdmme

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

Gewebekulturschalen
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Greiner-Rohrchen (Falcon"-Tubes)
15 mL, 50 mL

BD Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

ImageQuant LAS 4000 Bildsystem

GE Healthcare Europe, Freiburg,

Deutschland

Kryostat-Mikrotom CM3050 S

Leica Biosystems, Wetzlar,

Deutschland

Konfokales Laser-Scan-Mikroskop
TCS SP5

Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

Magnetstander DynaMag

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

Miccra D-8 Homogenisierer

ART Prozess- & Labortechnik,

Mullheim, Deutschland

Mikroskop Leica DM4000 B

Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

Mini-Zentrifuge Rotilabo®

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nadel 20 G

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm *

0,0025 mm? pro Kleinstquadrat)

Paul Marienfeld, Lauda-Kdénigshofen,

Deutschland

Nitrocellulosemembran

GE Healthcare Europe, Freiburg,

Deutschland

Pasteurpipetten, 230 mm

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pipettenspitzen 10 uL, 200 pL, 1000 uL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Plattformschuttler Unimax 1010

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland

PowerPac HC (SDS-Page)

Bio-Rad Laboratories, Hercules
(Kalifornien), USA

Reaktionsgefale 0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rotationsmikrotom

Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

Schneidematrix fir Mausehirne

Harvard Apparatus, Holliston
(Massachusetts), USA
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Semidry-Blotapparatur

Bio-Rad Laboratories, Hercules
(Kalifornien), USA

Spritze 10ml, 20ml

B. Braun, Melsungen, Deutschland

StepOnePlus™ Real-Time-PCR-System

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts), USA

Superfrost Objekttrager

Hartenstein, Wurzburg, Deutschland

Vortex VF2

IKA®-Werke, Staufen, Deutschland

Wasserbad WB6

GK Sondermaschinenbau
Labortechnik Medingen, Arnsdorf,

Deutschland

Werkbank (Laminar Flow)

BDK Luft- und Reinraumtechnik,

Sonnenbuhl-Genkingen, Deutschland

Whatman-Papier

Hartenstein, Wurzburg, Deutschland

Zellsieb, 70 um PorengrolRe

BD Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Zentrifugen 5424 / 5424 R/ 5415 D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.6 Software und statistische Auswertung

ImagedJ 10.2

National Insitute of Health, Bethesda
(Maryland), USA

ImageQuant LAS 4000

Fuijifilm, Tokio, Japan

Microsoft Office 2010

Microsoft, Redmond (Washington),
USA

GraphPad Prism 6.0

GraphPad Software, San Diego
(Kalifornien), USA

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 6. Graphiken zeigen

das arithmetische Mittel

der Einzelwerte sowie den Standardfehler des

Mittelwerts (S.E.M.). Die Anzahl an unabhangigen Versuchen wird mit ,n

gekennzeichnet. Zweigruppen-Vergleiche wurden mit dem Student's t-test

(ungepaart, zweiseitig), Mehrgruppenvergleiche mittels Varianzanalyse (ANOVA)
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durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wird mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p <
0,001) bzw. ,ns” (nicht signifikant) angegeben.

2.2 Methoden

2.2.1 tMCAO-Schlaganfalimodell

Zur Charakterisierung der pathophysiologischen Prozesse, die nach einer akuten
fokalen zerebralen Ischamie stattfinden, wurden bereits diverse in-vivo-Modelle
etabliert. Dabei lassen sich die induzierten Ischamien einerseits nach ihrer
Atiologie unterteilen, namlich in intravasale Genese durch beispielsweise Emboli
und extravasale Genese durch Ligation oder Kompression von Gefalien.
Andererseits ermodglichen die Modelle eine Differenzierung nach der
Ischamielokalisation, indem entweder globale oder auf eine Hemisphare
beschrankte oder fokal begrenzte Ischamien induziert werden.

Die fokalen Ischamiemodelle kommen dem realen Geschehen beim
ischdmischen Schlaganfall des Menschen am nachsten.'” Die ersten erfolgreich
etablierten Tiermodelle der fokalen zerebralen Ischamie waren zunachst bei
groReren Saugern wie Primaten, Hunden und Katzen zu verzeichnen.'"*""?
Spater wurden in-vivo-Schlaganfallmodelle in Ratten und Mausen
beschrieben.!>1"

Grundlage dieser ischamischen Schlaganfallmodelle ist die operative Okklusion
extra- und intrakranieller Arterien. Fur diese Arbeit wurde das Modell der
transienten Media-Okklusion (transient middle cerebral artery occlusion, tMCAQ)
der Maus eingesetzt, wie es von Clark et al. 1997 beschrieben wurde.""® Dieses
basiert auf dem Einbringen eines monofilen Fadens in die Arteria cerebri media

und einem temporaren Verschluss dieses Gefalles unter inhalativer Anasthesie.

Die Durchfihrung des experimentellen Schlaganfalls an den Mausen, die
Erhebung des neurologischen Status sowie die Aufbereitung und Evaluation der
Gewebe nach dem folgenden Protokoll oblag Frau Dr. rer. nat. Eva Geuss aus

der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Christoph Kleinschnitz an der
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Neurologischen Klinik der Universitat Wurzburg. Die Tierversuche wurden von
der Regierung von Unterfranken genehmigt (Aktenzeichen 55.2 DMS-2532-2-
99). Die eigene Beteiligung zu diesem Versuchsteil begann erst mit der
Weiterverarbeitung und Immunfarbung der Hirnschnitte und der Nutzung der

Hirnlysate flr den Immunblot.

Operativer Eingriff

Der operative Eingriff wurde nach der etablierten und publizierten Methodik der
Arbeitsgruppe von Prof. Kleinschnitz durchgefiihrt."'® Die Mause wurden sediert
und die Haut im seitlichen Halsbereich inzidiert. AnschlieRend wurden die Arteria
carotis communis und die Arteria carotis externa ligiert und ein Nylonfaden
eingefuhrt und Uber die Arteria carotis interna vorgeschoben, um den Ursprung
der Arteria cerebri media zu verschliel3en. Der Faden verblieb nun 60 min in situ.
Dann wurden die Tiere erneut sediert und der das Gefal verschliellende Faden
herausgezogen, um die Reperfusion zu ermdglichen. Zu verschiedenen
Zeitpunkten bis zu 23 h nach Reperfusion konnte das Hirngewebe prapariert und
analysiert werden. Bei der Schein-Operation wurde der Eingriff ebenso wie
beschrieben durchgefuhrt, ohne dass ein Nylonfaden eingefihrt wurde.

Anasthesie- sowie Operationsdauer entsprachen dem Eingriff mit tMCAO.

Neurologischer Status

Der neurologische Status der Mause wurde von zwei unabhangigen und
bezlglich der Tiere verblindeten Untersuchern 24 h nach dem Eingriff erhoben.
Die globale Bewertung der neurologischen Funktion wurde nach Bederson et al.
ausgewertet.""” Auf einer Skala von 0-5 bedeutete ,0“ kein Defizit, ,1“ eine
Flexion der vorderen Gliedmale, ,2“ einen verringerten Widerstand auf seitlichen
Druck, ,3“ ein Kreisen in eine Richtung, ,4“ ein langsverlaufendes Drehen und ,5°
keine vorhandenen Bewegungen.

Die motorische Funktion orientierte sich am String-Test nach Barclay et al.’®
Dabei wurde die Maus mit den vorderen GliedmalRen mittig an eine zwischen
zwei Stutzen gespannten Schnur gehangt und ihr Verhalten ebenfalls auf einer

Skala von 0-5 bewertet: ,0“ bei sofortigem Herunterfallen, ,1“ bei freiem Hangen
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an der Schnur mit einer oder beiden Vorderpfoten, ,2“ bei einem Versuch auf die
Schnur zu klettern, ,3“ beim Hangen an der Schnur mit einer oder beiden Vorder-
sowie einer oder beiden Hinterpfoten, ,4“ bei zusatzlichem Umwickeln der
Schnur mit dem Schwanz, ,5“ bei erfolgreicher Flucht entlang der Schnur und an

den Stitzen herab.

InfarktgroRe

Zur Bestimmung der InfarktgroRe wurden die Tiere 24 h nach dem Eingriff
getotet. Die Hirne wurden schnell entfernt und aus ihnen drei jeweils 2 mm dicke
Frontalschnitte mittels einer Schneidematrix fir Mausehirne angefertigt. Die
Schnitte wurden fur 20 min bei 37 ° C mit 2 % TTC in PBS gefarbt, um das
Infarktareal sichtbar zu machen. Die InfarktgréRen wurden auf zwei Arten nach
Messung der Flachen mit Imaged berechnet: Die direkte Infarktgréf3e wurde ohne
Korrektur fir die Odembildung und die indirekte mit folgender Korrekturformel
zum Ausschluss des entstandenen Odems berechnet:

Vindirekt(MM?®) = Vingare % (1=(Vi— Vi)/ VA),

wobei der Term (V; — V) die Volumendifferenz zwischen ipsi- und kontralateraler
Hemisphare reprasentiert und (Vi — W)/Vk) diese Differenz als prozentualen

Anteil an der kontralateralen Hemisphare ausdruckt.

Odembildung

Zur Bestimmung der Odembildung wurden die Tiere ebenfalls 24 h nach dem
Eingriff getotet, ihre Hirne entfernt und die Gro3hirn-Hemispharen getrennt, um
deren Nassgewicht (G,) zu bestimmen. AnschlieRend wurden die Hemispharen
72 h bei 60° C getrocknet und das Trockengewicht (G;) gemessen. Der
Wassergehalt einer Hemisphare in % wurde dann mittels folgender Gleichung
berechnet: ((Gn-Gt)/G,) x 100.

Pdxp-mRNA-Expression

FUr die Quantifizierung der Genexpression von Pdxp wurden die ipsi- und

kontralateralen Neokortices und Basalganglien der WT-Mause 6, 12 und 23 h
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nach Reperfusion zusammen mit den Gewebeproben von scheinoperierten
Mausen analysiert. Die Gewebshomogenisierung, RNA-Isolierung und real-time
RT-PCR erfolgte folgendermalien:

Die Gesamt-RNA wurde mit dem Miccra D-8 Homogenisierer und dem TRIzol-
Reagenz® prapariert und anschlieBend spektrophotometrisch quantifiziert.
Ein ug der Gesamt-RNA wurde mit dem TagMan® Reverses Transkriptions-
Reagenz nach dem Herstellerprotokoll mittels zufalliger Hexamere revers
transkribiert. Die relativen Expressionslevel von Pdxp wurden mit der TagMan®
Fluoreszenz-Technologie quantifiziert. GAPDH wurde als endogene Kontrolle
genutzt, um die Menge an Proben-RNA zu normalisieren. Die PCR wurde mit
gleichen Mengen an cDNA im StepOnePlus™ Real-Time-PCR-System mit dem
TagMan® Universal 2x PCR Master Mix durchgeflhrt.

Die Reaktionsansatze (Gesamtvolumen 12,5 ul) wurden bei 50° C flir 2 min und
bei 95° C fir 10 min inkubiert, gefolgt von 40 Zyklen von je 15 Sekunden bei 95°
C und 1 Minute bei 60° C. Kontrollansatze mit Wasser wurden zur Sicherstellung
der Spezifitat ebenfalls in den Versuch eingeschlossen. Jede Probe wurde
dreimal gemessen und die relative Quantifizierung der Genexpression mittels der

von Livak et al. beschriebenen AACt-Methode vorgenommen.'®

2.2.2 Histologie und Immunhistochemie

Zur Gewinnung von Hirnpraparaten von Tieren, die nicht einem experimentellen
Schlaganfall zugefuhrt wurden, wurden die Tiere dekapitiert und ihre Kopfhaut
sowie die Schadeldecke mit einer Schere medial und longitudinal durchtrennt,
sodass das Gehirn zum Vorschein kam. Mit einem Loffel wurde das Hirn
entnommen und je nach gewlnschter Einbettungsart weiterbehandelt:

Gehirne, die als Gefrierpraparat vorliegen sollten, wurden von Tissue Tec
umgeben und direkt unter flissigem Stickstoff eingefroren.

Fir eine Einbettung in Paraffin wurden die Hirne in 4 % PFA gegeben und Uber
Nacht bei 4° C gelagert. Am folgenden Tag wurden die Praparate im Institut fur

Pathologie der Universitatsklinik Wirzburg nach deren Methodik eingebettet.
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Sobald immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt werden sollten, wurden
die eingebetteten Praparate am Kryostat- bzw. Rotationsmikrotom geschnitten.
Die Gewebe wurden jeweils in einer Dicke von 5 uym geschnitten und je nach
geplantem Versuchsaufbau mit zwei bis drei Schnitten auf einen Objekttrager

ubertragen. Nicht direkt im Anschluss benétigte Gefrierschnitte wurden bei -80° C

gelagert, Paraffinschnitte bei Raumtemperatur.

Die Inkubationsschritte der Farbeverfahren wurden — soweit nicht anders

angegeben — in einer Feuchtkammer durchgefuhrt.

Immunfluoreszenzfarbung

Vorbereitung der Kryopraparate:

Auftauen der Objekttrager mit den eingebetteten Geweben bzw. Trocknen fur

45 min bei 41° C, falls die Gewebe frisch geschnitten wurden.

Rehydrieren in einer mit TBS gefullten Kivette fir 10 min und Umranden des

Gewebes mittels Fettstift zur Schaffung einer hydrophoben Barriere.

Vorbereitung der Paraffinpraparate:

Deparaffinierung der Praparate nach folgendem Schema:
- 2 x5 min in Roti-Histol

- 2x3 minin 100 % Ethanol

- 1x2minin 70 % Ethanol

- 1 x5 minin Aqua dest.

- 2x5minin TBS

Uberfiihren der Objekttrager in ein Behaltnis mit Natriumcitrat-Puffer.
Hitze-induzierte Antigen-Rlickgewinnung in der Mikrowelle.
- 4 min erhitzen bei 900 W

- 7,5 min erhitzen bei 600 W

- 7,5 min erhitzen bei 360 W

Abkuhlen lassen fur 30 min.

Zweimaliges Waschen fur 10 min in TBS.

Umranden des Gewebes mittels Fettstift zur Schaffung einer hydrophoben

Barriere.
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Gemeinsames Protokoll:

1.

Blocken der Oberflachenantigene fur 60 min in jeweils 150 yl TBS + 10 %
NGS + 0,3 % Saponin bei Raumtemperatur.

. Inkubieren mit Primarantikdrper (Verdlinnung je nach Antikérper und

Erfahrungswert) in jeweils 150 yl TBS + 0.3 % Saponin + 1 % NGS bei 4° C
Uber Nacht.

3. Am nachsten Tag dreimaliges Waschen in TBS + 0.3 % Saponin fur 5 min.

4. Zugabe von jeweils 150 pl des Sekundarantikorpers, 1:200 verdunnt in TBS

+ 5 % NGS fur 90 min bei Raumtemperatur.

5. Dreimaliges Waschen in TBS + 0.3 % Saponin fur 5 min.

6. Farbung der Zellkerne mit jeweils 150 pl verdinnten DAPIs (1 ug/ml TBS) fur

10 min.

7. Zweimaliges Waschen in TBS flir 5 min.

8. Eindecken mit Fluoromount-G Eindeckmedium und Deckglas.

9. Trocknen flr einige Stunden unter dem Abzug.

Immunhistochemie

Die Vorbereitung der Praparate erfolgte analog zur Immunfluoreszenzfarbung.

Gemeinsames Protokoll:

1.

Quenchen der endogenen Peroxidase-Aktivitat durch Inkubieren des
Praparats mit jeweils 150 ul des Peroxidase-Block-Reagenzes (3 % H20; in

Methanol) flr 15 min.

. Spllen des Praparats und vorsichtiges Waschen in einer mit TBS geflllten

Kavette fur 5 min.

Blocken der Oberflachenantigene in jeweils 150 yl TBS mit 0,3 % Saponin
und 10 % NGS fur 60 min bei Raumtemperatur.

Inkubieren mit Primarantikérper (Verdinnung je nach Antikérper und
Erfahrungswert) in jeweils 150 pl TBS mit 0,3 % Saponin und 1 % NGS Uber
Nacht.

5. Am nachsten Tag dreimaliges Waschen in TBS mit 0,3 % Saponin fur 5 min.

6. Zugabe des Biotin-konjugierten Sekundarantikorpers, 1:200 verdinnt jeweils

150 pl in TBS + 1 % BSA, und Inkubation fur 60 min bei Raumtemperatur.
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7. Frisches Zubereiten des Avidin-Enzym-Komplexes.

8. Zugabe von jeweils 150 ul des Avidin-Enzym-Komplexes und 30-minutige
Inkubation.

9. Dreimaliges Waschen in TBS fur 5 min.

10.Frisches Zubereiten des DAB-Reagenzes.

11.Zugabe von jeweils 150 ul des DAB-Reagenzes und Entwicklung flr 15 min
bei Raumtemperatur.

12.Spdlen in Leitungswasser fur 5 min.

13. Gegenfarben in Mayers Hamalaun fur 2 min.

14.Spdulen in Leitungswasser fur 5 min.

15. Dehydrierung in Alkohol nach folgendem Schema:

- 1 x 1 Minute 70 %-ig

- 4 x2min 100 %-ig

16. Einbettung fur 2 x 3 min in Roti-Histol.

17.Eindecken mit Eindeckmedium fur Immunhistochemie und Deckglas.

18. Trocknen flr einige Stunden unter dem Abzug.

Sofern eine Quantifizierung des gefarbten Anteils innerhalb der mikroskopischen
Aufnahmen eines Hirnschnittes durchgeflihrt wurde, wurden die Flachen der
gefarbten Areale mittels ImageJ gemessen und ins Verhaltnis zur Gesamtflache
des abgebildeten Gewebes gebracht. Auf diese Weise lieRen sich die Signale
verschiedener Primarantikdrper messen. Die Expression von TJ-Proteinen wurde
im Verhaltnis zu Laminin als Marker fur die Basallaminae der NVE quantifiziert.

Es wurden je Praparat drei Aufnahmen ausgewertet.

2.2.3 SDS-PAGE und Immunblot
SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich Proteine
hinsichtlich ihres Molekulargewichts auftrennen. Fir diese Arbeit wurde ein
diskontinuierliches Puffersystem auf Polyacrylamidbasis nach Laemmli'?
verwendet. Zuvor mussten die zu untersuchenden Zellen im Laemmli-

Probenpuffer lysiert worden sein. Der Puffer enthielt das anionische Tensid
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Natriumdodecylsulfat (SDS) und p-Mercaptoethanol. Durch das SDS wurden die
Proteine unter Verlust ihrer Quartar- und Tertiarstrukturen denaturiert. Zusatzlich
wurde die Eigenladung der Proteine durch die negativen Ladungen des
gebundenen SDS Uberdeckt, sodass eine Auftrennung anhand ihres
Molekulargewichtes erfolgen konnte. Das enthaltene B-Mercaptoethanol sorgte
als reduzierende Thiolverbindung fir das Aufbrechen der Disulfidbriicken in den
Proteinen.

Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden die bei -20° C gelagerten Lysate fur
5 min bei 95° C erhitzt und nach ihrer Abkuhlung kurz abzentrifugiert. In die erste
Geltasche wurden jeweils 3 ul des standardisierten Molekulargewichtsmarkers
gegeben, die weiteren Taschen wurden mit jeweils 10 pl der bendtigten Lysate
beflllt, nachdem diese gut durchmischt worden waren. Die Elektrophorese
erfolgte im Laufpuffer konstant bei 80 V, bis die Trenngel-/Sammelgel-Grenze

erreicht war. Ab dann erfolgte die Separierung der Proteinproben bei 150 V.

Immunblot

Beim Immunblot werden die in der SDS-PAGE erhaltenen Gele verwendet, um
die darin befindlichen Proteine auf eine Nitrocellulosemembran zu

' Fir den Transfer eines Gels wurden sechs Whatman

transferieren.'?
Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran auf Gelgrofle zugeschnitten. Die
Anordnung nach Einlegen in die Semidry-Blotapparatur illustriert Abbildung 9.
Der Transfer erfolgte konstant bei 70 mA pro Membran fur 30 min. Nach
erfolgtem Transfer wurde die geblottete Membran in Ponceau S-Lésung gefarbt,
um zu uberprifen, ob der Proteintransfer auf die Membran gleichmafig erfolgt
war. Die gefarbte Membran wurde zu Dokumentationszwecken eingescannt und

digitalisiert.
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3x Whatman Filterpapier
in Kathodenpuffer

1x SDS-Gel
in Kathodenpuffer

1x Nitrozellulosemembran
kurz in Aqua dest. und dann
in Anodenpulffer I

1x Whatman Filterpapier
in Anodenpulffer |

2x Whatman Filterpapier
in Anodenpuffer |

+

Auf zwei in Anodenpuffer | getrankte Filterpapiere folgt ein in Anodenpuffer Il getranktes

Abbildung 9: Aufbau der Blotting-Apparatur.

Filterpapier. Darauf kommt die Nitrozellulosemembran zum Liegen, welche zuvor kurz in Aqua
dest. gespult und dann in Anodenpuffer Il getrankt wird. Nun folgen das SDS-Gel sowie drei
weitere Filterpapiere in Kathodenpuffer. Aufgrund der Uberlagerung der Eigenladungen der

Proteine durch das stark negative SDS wandern die Proteine in Richtung Anode.

Proteindetektion

Nach erfolgtem Immunblot sind die Proteine irreversibel auf der Membran
gebunden. Durch das Entfernen des SDS kommt es zu einer teilweisen
Renaturierung der Proteine, was eine Detektion nativer Epitope und Bindung
durch entsprechende Antikérper ermoglicht. Hierfir wurden zunachst
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran nach Markierung der Banden
des Molekulargewichts-Standardmarkers durch eine 30-minltige Inkubation in
Blotto-Puffer auf dem Schuttler und bei Raumtemperatur abgesattigt. Dann
wurde die Membran nach kurzem Spulen unter Aqua dest. Uber Nacht bei 4° C

und unter standiger Rotation im Primarantikdrper inkubiert, welcher zuvor im flr
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den jeweiligen Antikdrper optimalen Verhaltnis in Antikdrper-Verdlinnungslésung
verdunnt worden war. Am nachsten Tag wurde die Membran erneut mit Aqua
dest. gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikoérper zu entfernen. Fir den
Nachweis der gebundenen Antikérper wurde die Membran in einem dem
Ursprungstier des Primarantikorpers entsprechenden Meerrettichperoxidase-
gekoppelten Sekundar-Antikorper fir 60 min bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler inkubiert, nachdem der Antikorper im Verhaltnis 1:10000 im Blotto-
Puffer verdinnt worden war. Nach erneutem Waschen in Aqua dest. erfolgte der
Nachweis des gebundenen Sekundarantikbrpers mittels  verstarkter
Chemilumineszenz (ECL).' Hierfir wurden die im ECL-Kit enthaltenen
Ldsungen im Verhaltnis 1:1 vermischt und die Membranen fir 5 min darin
inkubiert. Die Chemilumineszenz-Signale wurden direkt im Anschluss mittels des
ImageQuant LAS 4000 Bildsystems detektiert und die Aufnahmen digitalisiert.
Die digitale Bildanalyse und Quantifizierung der Signale erfolgte mit ImagedJ. Die

verwendeten Membranen wurden flr spatere Versuche bei -20° C gelagert.

2.2 .4 Endothelialzellkultur und Fluoreszenzmikroskopie

Ziel der Kultivierung war die Etablierung eines moglichst reinen endothelialen
Monolayers. Hierfur wurde im Rahmen der Arbeit unter anderem mit der
verwendeten Menge an Medien bzw. Losungen und vor allem der
Kultivierungsdauer variiert, bis ein adaquates Ergebnis erreicht worden war. Die
Unterteilung in mehrere Aufreinigungs-Schritte sollte die Reinheit der Kultur
verbessern. Hierbei wurden im ersten Schritt CD31-beschichtete magnetische
Dynabeads verwendet. CD31 kommt in hohen Mengen auf der Oberflache von
Endothelzellen vor. Mit den magnetischen Dynabeads konnten diese unter der
Vielzahl an Zellen des murinen Lungengewebes aufgereinigt werden. Die zweite
Aufreinigung erfolgte mit CD102-beschichteten Beads. CD102 ist ein
Glykoprotein, das ebenfalls in Endothelzellen stark exprimiert wird. Durch eine
Vielzahl von Waschschritten wurde die Reinheit der Kultur ebenfalls gesteigert.
Dennoch lief3 sich eine Kontamination durch Fibroblasten, welche nach wenigen
Tagen die Endothelzellen Uberwuchsen, nicht vollends vermeiden. Durch

Reduktion der Kultivierungsdauer konnte die Kontamination minimiert werden.
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Gewinnung der Endothelzellen und erste Aufreinigung

1. Sterilfiltration von 0,2 % Kollagenase in 30 ml DMEM.

2. Dekapitation von je drei 7 bis 9 Tage alten Mausejungen (WT und KO).

3. Fixieren der Tierkorper, Eréffnen des Thorax mittels Schere und Pinzette,
Entfernen der Lungenfliigel und Uberfiihren in 5 ml eisgekiihites DMEM.

4. Entfernung des Mediums und Zerdricken des Lungengewebes zu einem
feinen Brei mittels einer Rasierklinge unter der Werkbank.

5. Verdauen des Breis in jeweils 15 ml der Kollagenase-Ldsung fur WT und
KO unter 60-minatiger Inkubation bei 37° C.

6. Nach 30-minutiger Inkubation 10-maliges Aufnehmen des Breis in eine
Spritze und Herauspressen durch eine Nadel des Kalibers 20G Uber ein
Zellsieb. Danach Spllen des Zellsiebs mit 20 % FCS in 15 ml DMEM.

7. Wiederholen von Schritt 6 nach Inkubationsende.

8. 5-minutiges Zentrifugieren bei Raumtemperatur.

9. Resuspendieren der Zellen in 3 ml 0,1 % BSA/PBS in einem FACS-
Roéhrchen.

10.Zugabe von 20 ul CD31-beschichteter magnetischer Dynabeads und 30-
minUtige Rotation bei 4° C.

11.Aufteilen der Zellen auf 3 Zentrifugenréhrchen zu je 1 ml im
Magnetstander, 5-maliges Reinigen durch Entfernung des Mediums nach
Anlagerung am Rand des Rohrchens und Resuspendierung in 1 ml
frischem 0,1 % BSA/PBS.

12.Bedecken einer Kulturschale mit 2 % Gelatine.

13.Resuspendieren der Zellen aus allen drei Réhrchen in 1 ml Vasculife,
Bedecken der Kulturschale mit 9 ml Vasculife und Hinzufligen der Zellen
(=10 ml).

14.Inkubation im Brutschrank bei 37° C und 5 % CO..

Zweite Aufreinigung nach drei Tagen und Ausséaen auf dem Obijekttrager

15. Entfernen des Mediums, Waschen der Kulturschale mit 5 ml PBS, Zugabe
von 2 ml Trypsin und 10-mindtige Inkubation bei 37° C.
16. Reaktionsstopp durch Zugabe von 20 % FCS in 2 ml DMEM.
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17.Resuspendieren der Endothelzellen

18.5-minutiges Zentrifugieren bei 300 g.

19.Entfernen des Uberstandes und Resuspendieren des Pellets in 2 ml
gekuhltem 0,1 % BSA/PBS in einem FACS-R&6hrchen.

20.Zugabe von 10 pyl CD102-beschichteter magnetischer Dynabeads und 30-
minUtige Rotation bei 4° C.

21.Waschschritte wie in 11.

22.Resuspendieren der Zellen aus allen drei Rohrchen in 5 ml Vasculife.

23.Bedecken eines Objekttragers (mit 12-Kammer-Einlage) mit 10 pl
Fibronektin/ml PBS

24 Entfernen des Fibronektins, Waschen mit PBS.

25.15-mindtiges Rehydrieren mit 250 ul Vasculife je Einlagekammer.

26.Zahlen der Zellen aus 10 pl Zellsuspension in der Neubauer-Zahlkammer.

27.5-minutiges Zentrifugieren der Endothelzellen bei 300 g.

28.Resuspendieren der Endothelzellen auf 10° Zellen/ml Vasculife.

29.Entfernen von 100 pl Vasculife je Kammer und Hinzufiigen von je 10°
Zellen in 100 ul Vasculife.

30. Inkubation bei 37° C und 5 % COa».

Aktivierung und Farbung der Endothelzellen

31.Wechseln des Mediums zu Hungermedium.
32.Zugabe von je 50 pl eines Aktivators pro Kammer in folgender Menge:
10 pM Histamin oder Bradykinin / 100 uM TNF-a / 0,05 U Thrombin.

33.15-minutige Inkubation bei Raumtemperatur.

34.Entfernen des Mediums und Zugabe von 4 % PFA (150 ul pro Kammer)
uber 10 min.

35.Entfernen des PFA und Zugabe von 150 pl 0,5 % Triton/PBS pro Kammer
uber 10 min.

36.Entfernen des Triton und Zugabe von 250 ul 3 % BSA/PBS pro Kammer
uber 60 min.

37.Entfernen des BSA und Zugabe des Primarantikorpers fur TJ-Proteine,
1:200 verdunnt in 250 pl 1 % BSA/PBS, Uber 60 min.
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38.Dreimaliges Waschen mit PBS.
39.Zugabe des Sekundarantikorpers, 1:400 verdinnt in 250 ul 1 % BSA/PBS,
und des Phalloidin-Farbstoffs, 1:600 verdinnt in 250 pl 1 % BSA/PBS.

40.Zweimaliges Waschen mit PBS.
41.Zugabe von DAPI, 1:1000 verdunnt in 1 % BSA in PBS, Uber eine Minute.

42.Eindecken des Objekttragers mit einem Deckglas.

Mikroskopische Begutachtung am Fluoreszenzmikroskop

Die Zellen wurden mit dem Konfokalmikroskop SP5 von Leica begutachtet. Dabei
wurden Fluoreszenzaufnahmen im blauen (DAPI), grinen (488 nm) und roten
(546 nm) Lichtspektrum sowie eine deckungsgleiche Uberlagerung von bis zu

drei Aufnahmen angefertigt.

49



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Chronophin ist in murinem Hirngewebe exprimiert.

Zur Untersuchung der zellularen Lokalisation von Chronophin im Gehirn und
besonders in den Zellen der neurovaskularen Einheit wurden immun-
histochemische Farbungen an wildtypischen Mausehirnen durchgefthrt.

Im Paraffinschnitt konnte bei einer Konzentration des Primarantikérpers anti-
Chronophin von 1:4000 im WT eine ubiquitare Farbung gezeigt werden, die die
zerebralen Zellen deutlich sichtbar macht. Bei Verwendung des 20x-Obijektivs
waren hirneigene Gefalte unterschiedlichen Kalibers im Auflichtmikroskop gut zu
erkennen. Dabei waren im WT neuronale Perikarya mit darinliegendem Zellkern
(*), Astrozyten mit ovalem Zellkern (+), die umgebende als Neuropil bezeichnete
Matrix (-) sowie flache, dem Gefal} anliegende Endothelzellen (<) und Perizyten
(>) kraftig angefarbt, sodass von einer Chronophin-Expression in den Zellen der
neurovaskularen Einheit ausgegangen werden kann. In KO-Paraffinschnitten war

keine Chronophin-Farbung vorhanden (Abb. 10).

Abbildung 10: Immunhistochemische Farbung von in Paraffin eingebetteten Hirnschnitten
wildtypischer und Chronophin-defizienter Mause mit anti-Chronophin-Antikorpern.

Dargestellt sind jeweils GefaBanschnitte im murinen Hirn. Im WT ist Chronophin Neuronen (*),
Astroyten (+), dem umgebenden Neuropil (-) sowie Endothelzellen (<) und Perizyten (>)
exprimiert, im KO zeigt sich keine Farbung. Konzentration des Primarantikbrpers 1:4000, 20x-

Objektiv im Auflichtmikroskop, Ausschnitt 4fach vergroRert.
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3.2 In Hirnschnitten von WT und KO lasst sich
immunhistochemisch kein Unterschied der Blut-Hirn-

Schranke darstellen.

Die Expression von TJ-Proteinen im Gehirn und besonders in den Zellen der
neurovaskularen Einheit wurde durch immunhistochemische Farbungen von
kryokonservierten  wildtypischen und KO-Mausehirnen untersucht. Die
Abbildungen zeigen Ausschnitte der Neokortices nach Inkubation mittels
Primarantikérper fir Occludin und Claudin-5 und Signal-Amplifizierung mittels
DAB-Reagenz. Es zeigt sich flr beide Proteine eine gleichmalig braune Farbung
der hirneigenen Gefal3strukturen ohne Unterschiede zwischen WT und KO (Abb.
11 und 12).

Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung von kryokonservierten Hirnschnitten

wildtypischer und Chronophin-defizienter Mause mit anti-Claudin-5-Antikérpern.
(A) WT (B) KO. Die braune Anfarbung der angeschnittenen Gefalle erscheint im Vergleich ohne
auffallige Unterschiede zwischen WT und KO. Konzentration des Primarantikérpers 1:200, 20x-

Objektiv im Auflichtmikroskop, Ausschnitt 4fach vergroRert.
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Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung von kryokonservierten Hirnschnitten

wildtypischer und Chronophin-defizienter Mause mit anti-Occludin-Antikorpern.
(A) WT (B) KO. Auch hier ergeben sich keine Unterschiede im Farbungsverhalten der
Gefalstrukturen zwischen WT und KO. Konzentration des Primarantikérpers 1:200, 20x-Objektiv

im Auflichtmikroskop, Ausschnitt 4fach vergroRert.

Weiterhin wurden Farbungen in Hirnschnitten nach tMCAO durchgeflihrt.
Immunfluoreszenz-Farbungen fir die AJ- und TJ-Proteine E-Cadherin und

Occludin lieferten ein ahnlich verteiltes Muster angefarbter Gefallanschnitte.

A B

Abbildung 13: Immunfluoreszenz-Farbung von kryokonservierten Hirnschnitten
wildtypischer und Chronophin-defizienter Mause nach tMCAO mit anti-E-Cadherin-
Antikorpern.

Die Farbungsmuster und -intensitat der Gefalle erscheinen ahnlich. Konzentration des

Primarantikdrpers 1:200, 20x-Objektiv im Auflichtmikroskop, Ausschnitt 4fach vergréRert.
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A B

Abbildung 14: Immunfluoreszenz-Farbung von kryokonservierten Hirnschnitten
wildtypischer und Chronophin-defizienter Mause nach tMCAO mit anti-Occludin-
Antikorpern.

Auch hier zeigt sich ein ahnliches Farbungsverhalten. Konzentration des Primarantikérpers
1:200, 20x-Objektiv im Auflichtmikroskop, Ausschnitt 4fach vergréRert.

Um den Anteil des fur ein TJ-Protein positiven Signals und so eine mogliche
Anderung der Expression in Hirnschnitten nach tMCAO zu quantifizieren, wurden
die Schnitte parallel mit einem anti-Laminin-Antikérper als Marker fur die
Basallaminae der NVE und dem anti-Claudin-5-Antikdrper inkubiert. Es wurden je
neun ipsilaterale und kontralaterale Aufnahmen einer WT- und einer KO-Maus
(drei Aufnahmen des Neocortex von je drei Hirnschnitten) im Auflichtmikroskop
angefertigt. Durch Zahlung der Bildpixel mit einem Fluoreszenzsignal sowie
Vermessung der Gesamtflache der Aufnahme mittels ImagedJ wurde der Anteil
der gefarbten Flache fur Laminin und Claudin-5 bestimmt. Dabei wurden je
Aufnahme mit dem 20x-Objektiv etwa 200-300 GefalRanschnitte identifiziert.

Um nun den Anteil von Claudin-5-gefarbten Gefalken an allen mit Laminin
gefarbten Gefallen zu bestimmen, wurde der Quotient aus der Claudin-5-
positiven und der Laminin-positiven Flache gebildet.

Bei KO-Mausen war der Mittelwert des Verhaltnisses Claudin-5-positive
Flache/Laminin-positive Flache in der Infarktregion mit 0,54 etwas groRer als
kontralateral (0,49). Im WT betrug der Mittelwert in beiden Regionen 0,63, womit
dieser insgesamt hoher lag als bei KO-Mausen. Es waren keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Expression von Claudin-5 festzustellen (Abb.
15).

53



Ergebnisse

ns
1 J ns !
1.0+ ns o ns
c -
£ 09 ’ o
§ 0.8~ .o % .
B 0.74 ° oo -
= Q o
'g 06' .O o L]
8 ]
o 0.5+ _— [a]
() L | (n]n]
:g 0.4+ o o -
S 0.3
s °
s 0.24 .
0.1+ °
0.0 ' Hirnregion. ' '
o‘q} 0\ ? e‘& o‘éo
xS x o8
o RCGIRY 2 O O
@ \\e'\ & 0@‘ @ \\"’\ 6‘\00‘?
& O L NS SIS
O S O O
@ & Qo o (l" QQ

Abbildung 15: Verhiltnis von Claudin-5- zu Laminin-positiver Flache in Hirnschnitten
wildtypischer und Chronophin-defizienter Mause nach tMCAO.

In den neun untersuchten Regionen aus insgesamt drei Hirnschnitten waren zwischen KO- und
WT-Hirnen je einer Maus in Infarkt- und Kontrollregion keine signifikanten Unterschiede im

Verhaltnis der Claudin-5- zu Laminin-positiven Flache zu verzeichnen.

3.3 Pdxp-mRNA ist nach Schlaganfall im Infarktareal

herunterreguliert.

Fir die Erfassung von mdglichen Anderungen in der Expression von Pdxp-
MRNA nach einem ischamischen Ereignis im Gehirn wurden wildtypische Mause
dem tMCAO-Schlaganfallmodell zugefuhrt. Dabei konnte die folgende Menge an
Gewebeproben von ipsilateralen und kontralateralen Neokortices und

Basalganglien analysiert werden:
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Kortex: 4 (scheinoperiert), 4/4/5 (6/12/23 h nach Reperfusion); 17 Mause.
Basalganglien: 5 (scheinoperiert), 4/5/4 (6/12/23 h nach Reperfusion); 18 Mause.

Im Kortex zeigte sich im Vergleich zu scheinoperierten Mausen 6 h nach
Reperfusion zunachst eine Zunahme der Expression auf etwa 127 %, nach 12 h
ein Riuckgang auf 106 % und nach 23 h eine nicht signifikante Abnahme der
Expression auf knapp 41 % des Wertes bei scheinoperierten Mausen (p=0,051,
Abb. 16).
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Abbildung 16: Pdxp-mRNA-Expression im Kortex.
Es zeigt sich ein Anstieg nach 6 h, ein Rlickgang nach 12 h und eine nicht signifikante Abnahme
nach 23 h.

In den Basalganglien war nach 6 und 12 h ein nicht signifikanter Rliickgang der
Expression auf etwa 90 % und 78 % zu verzeichnen, nach 23 h war eine
Expression von etwa 43 % des Wertes scheinoperierter Mause erreicht, wobei

eine statistische Signifikanz gegeben war (p=0,017, Abb. 17).
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Abbildung 17: Pdxp-mRNA-Expression in den Basalganglien.

Es zeigen sich stetige Abnahmen nach 6 und 12 h sowie eine signifikante Abnahme nach 23 h.

3.4 Chronophin ist nach Schlaganfall ebenfalls im

Infarktareal herunterreguliert.

Die Hirnlysate von wildtypischen Mausen nach experimentellem Schlaganfall
wurden mittels Immunblot hinsichtlich einer méglichen Anderung der
Proteinmenge von Chronophin untersucht. Die anschlieBend in Ponceau S-
Losung gefarbten Membranen zeigten einen gleichmalig erfolgten
Proteintransfer. Beispielhaft sei hier eine Membran mit sechs Proteinspuren aus

Lysaten der Kerngebiete gezeigt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Exemplarische Darstellung eines gleichméaBigen Proteintransfers bei einer
in Ponceau S-Losung gefarbten Nitrocellulosemembran.
Die sechs Spuren enthalten Proteine von murinen Hirnlysaten aus den Basalganglien, die in

einem 12 %-igen Gel elektrophoretisch aufgetrennt wurden.

Nach der Inkubation der Membranen mit Primar- und Sekundarantikérpern
erfolgte die Detektion von Chronophin- und Aktin-Banden mittels verstarkter
Chemilumineszenz. Dabei waren auf den einzelnen Membranen haufig
schwachere Chronophinbanden schon mit bloRem Auge zu erkennen. Im
Folgenden ist eine Membran mit den ipsi- und kontralateralen Spuren dreier

Hirnlysate gezeigt (Abb. 19).
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Probe 1 Probe 2 Probe 3
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Abbildung 19: Mittels Western Blotting nachgewiesene Proteinbanden von Chronophin
und Aktin in ipsi- und kontralateralen Basalganglien-Lysaten von drei wildtypischen

Mausen.

Auf dem Blot sind bei Proben aus dem (ipsilateralen) Infarktareal schwachere Chronophinbanden

zu erkennen.

Die graphische Darstellung der Signale derselben Membran nach Normalisierung
mit der Ladekontrolle Aktin zeigt eine nicht signifikante Herunterregulierung von

Chronophin in den ipsilateralen Basalganglien der drei Lysatpaare (Abb. 20).
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Chronophin-Level in den drei Basalganglien-
Lysaten wildtypischer Mause nach Normalisierung mit Aktin.

Es zeigt sich eine nicht signifikante Herunterregulierung im Infarktgebiet.

Die Quantifizierung der relativen Chronophin-Level erfolgte bei je sechs Lysaten
aus Kortex und Basalganglien (n=6) und jeweils zweimal durchgeflihrtem
Immunblot, dessen Ergebnisse gemittelt wurden. Zusammenfassend konnte
sowohl in Kortexarealen als auch in den Basalganglien eine ipsilaterale
Verminderung der Chronophin-Level erhoben werden. Dabei zeigte sich nur bei
kortikalen Lysaten eine signifikante Herunterregulierung (p=0,01) auf 60,8 £ 10,9
%, in den Kerngebieten war die Abnahme auf 72,4 + 11,5 % nicht signifikant
(p=0,16; Abb. 21).
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der relativen Chronophin-Level nach
Normalisierung mit Aktin.

Je 6 Lysate aus Kortex und Basalganglien wildtypischer Mause 24 h nach tMCAO wurden
zweimal geblottet und die Ergebnisse gemittelt. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von
Chronophin im kortikalen Infarktgebiet sowie eine nicht signifikante Abnahme in den ipsilateralen

Basalganglien.

3.5 KO-Mause zeigen grolere Infarktareale und Hirnddeme

nach Schlaganfall als der WT.

Fir den Vergleich von WT und KO im tMCAO-Schlaganfallmodell wurden 19
bzw. 20 Mause verwendet. Die Mortalitdt beim WT betrug 24 % (5 von 19
Mausen starben), beim KO betrug sie 30 % (6 von 20 Mausen starben). Somit
wurde bei jeweils 14 Mausen die TTC-Farbung und das Wiegen der Hirne zur

Bestimmung der InfarktgréRe und Odembildung durchgefiihrt.

Die Infarktgrofe betrug beim WT 31,54 £ 2,34 % (n=14) und bei den KO-Mausen
37,52 £ 1,66 % (n=14). Dies entspricht einem um etwa 19 % grof3eren
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Chronophin-defizienten Mausen, wobei der
Unterschied mit p=0,048 statistisch signifikant war (Abb. 22).
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Abbildung 22: InfarktgroBe von WT- und KO-Mausen nach tMCAO.

Es liegt ein signifikant gréReres Infarktvolumen in global Chronophin-defizienten Mausen vor.

Die Hirnddembildung nach tMCAO betrug im WT 11,72 £ 1,22 % (n=14) und im
KO-Modell 16,31 + 1,43 % (n=14). Dies entspricht einer um etwa 39 %
gesteigerten Odembildung bei global Chronophin-defizienten Mausen. Hierbei
war der Unterschied mit p=0,022 ebenfalls statistisch signifikant (Abb. 23).
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Abbildung 23: Hirnédembildung von WT- und KO-Mausen nach tMCAO.

Die Odembildung ist in global Chronophin-defizienten Mausen signifikant hdher.

Weiterhin erfolgte Uber die im Methodenteil dargestellte Formel eine Korrektur
des gemessenen Infarktvolumens hinsichtlich der Odembildung, indem das
Odemvolumen von der gesamten infarzierten Hirnmenge subtrahiert wurde. Das
Odem-korrigierte Infarktvolumen betrug beim WT 90,4 + 6,4 mm® (n=14) und
beim KO 91,7 + 5,0 mm® (n=14). Damit waren keine signifikanten Unterschiede
zwischen WT und KO vorhanden (Abb. 24).
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Abbildung 24: Odem-korrigiertes Infarktvolumen von WT- und KO-M&usen nach tMCAO.
Nach Subtraktion des Hirnédems zeigen sich zwischen WT- und KO-Mausen keine Unterschiede

im Infarktvolumen.

3.6 Der neurologische Status von KO-Mausen ist nach

Schlaganfall schlechter als beim WT.

Weiterhin wurde bei den jeweils 14 wildtypischen bzw. global Chronophin-
defizienten Mausen der neurologische Status in Form des Bederson-Scores und
des String-Tests erhoben.

Die Erhebung der globalen neurologischen Hirnfunktion mittels Bederson-Score
ergab nahezu gleiche Mittelwerte (WT: 3,00 + 0,78 und KO: 3,21 + 0,70; n=14)
mit dem haufigsten Resultat des ,Kreisens in eine Richtung“ (Score 3). Bei 3

Mausen bzw. 1 Maus ergab sich eine mit dem Score 2 bessere Hirnfunktion, bei
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2 bzw. 3 Mausen zeigte sich ein schlechteres neurologisches Ergebnis in Form
eines Bederson-Scores von 4 und 5 (keine vorhandenen Bewegungen). Somit
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen WT- und KO-Mausen (Abb.
25).
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Abbildung 25: Neurologischer Status von WT und KO im Bederson-Score.
Es zeigt sich jeweils ein gemittelter Score von 3 ohne statistisch signifikante Unterschiede

zwischen WT- und KO-Mausen.

Die Evaluation der motorischen Funktion mittels String-Test ergab im WT einen
gemittelten Score von 3,07 + 1,14 (n=14) und im KO-Modell einen Score von
1,36 + 1,39 (n=14). Damit erreichten die Chronophin-defizienten Mause einen um
fast zwei Punktwerte schlechteren Score als der WT. Nur 4 wildtypische Mause
erhielten einen Score von 4 (Umwickeln der Schnur mit dem Schwanz) bzw. 5
(erfolgreiche Flucht) und der schlechteste Score, namlich ein sofortiges
Herunterfallen von der Schnur, wurde im WT bei nur einem Tier, im KO hingegen
bei 6 Tieren beobachtet. Der Unterschied zwischen WT und KO im String-Test
war mit p=0,002 hoch signifikant (Abb. 26).
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Abbildung 26: Neurologischer Status von WT und KO im String-Test.
Die global Chronophin-defizienten Mause zeigten eine hoch signifikant schlechtere motorische

Funktion.
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3.7 Adherens und Tight Junctions von Endothelzellen zeigen
keine mikroskopisch erkennbaren Unterschiede bei WT und
KO.

Um die interzelluldren Kontakte der Endothelzellen von WT- und KO-M&usen
gezielter zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen von kultivierten,
murinen Lungenendothelzellen mit Markern der Tight und Adherens Junctions
durchgefuhrt. Die Methode war zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht in der
Arbeitsgruppe etabliert, sodass ein Grofteil der Versuche der Erstellung eines
optimalen Protokolls zur Isolierung, Kultivierung und Farbung der Endothelzellen
aufgewendet wurde. Das Ergebnis dieser Vorarbeiten findet sich im Methodenteil
dieser Arbeit. Zur Visualisierung der AJ bzw. TJ wurde der Primarantikorper anti-
VE-Cadherin bzw. anti-ZO-1 verwendet. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI.
Dabei zeigte sich im WT sowie bei Endothelzellen aus KO-Mausen eine dichte
endotheliale Einzelschicht, bei der an den zellularen Grenzbereichen eine
durchgehende Farbung mit VE-Cadherin und ZO-1 vorhanden war. Die Intensitat
der Farbung war bei ZO-1 geringer als bei VE-Cadherin. Es waren keine
offensichtlichen Unterschiede zwischen wildtypischen und Chronophin-
defizienten Endothelzellen hinsichtlich der Signalstarke oder subzellularen
Verteilung von VE-Cadherin und ZO-1 und somit einer moéglichen Differenz in der
Expression dieser AJ- und TJ-Proteine erkennbar (Abb. 27 und 28).
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Abbildung 27: Imnmunfluoreszenz-Farbung der Adherens Junction von wildtypischen und

Chronophin-defizienten Endothelzellen.

(A) anti-VE-Cadherin-Farbung im WT (B) zusatzliche DAPI-Kernfarbung (C) anti-VE-Cadherin-
Farbung in Chronophin-defizienten Endothelzellen (D) zusatzliche DAPI-Kernfarbung. Es zeigt
sich eine geschlossene Einzelschicht von Endothelzellen, die randstandig an den Stellen der VE-
Cadherin-Farbung miteinander in Verbindung stehen. Die DAPI-Kofarbung zeigt eine
perinukledre Akkumulation der fir die Zellseparierung erforderlichen Dynabeads. Konzentration
des Primarantikérpers 1:200, 20x-Objektiv im Konfokalmikroskop, Ausschnitt 2fach vergrofert,
Mafstabsbalken 20 um.
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Abbildung 28: Immunfluoreszenz-Farbung der Tight Junction von wildtypischen und

Chronophin-defizienten Endothelzellen.

(A) anti-ZO-1-Farbung im WT (B) zusatzliche DAPI-Kernfarbung (C) anti-ZO-1-Farbung in
Chronophin-defizienten Endothelzellen (D) zusatzliche DAPI-Kernfarbung. Es zeigt sich eine der
AJ ahnliche, jedoch schwachere Farbung der endothelialen Zellgrenzen. Konzentration des
Primarantikérpers 1:200, 20x-Objektiv im Konfokalmikroskop, Ausschnitt 4fach vergroRert,
Malstabsbalken 10 uym.

Um den Effekt eines Schlaganfalles auf die BHS bei den aus murinen
Lungengewebe gewonnenen Endothelzellen zu simulieren, wurden diese mit den
Mediatoren Bradykinin, Thrombin, TNF-a und Histamin stimuliert. Aufgrund
methodischer Probleme wie einem vermehrten Wachstum von Fibroblasten in

den Endothelzellkulturen konnten jedoch nicht alle Aufnahmen der durch die
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verschiedenen Agonisten stimulierten Endothelzellen ausgewertet werden.
Zunachst wurde der Effekt auf wildtypische Endothelzellen untersucht. Dabei
konnte  konfokalmikroskopisch  eine diffuse  Kontinuitatstrennung  der
endothelialen Tight Junction identifiziert werden. Exemplarisch ist eine Farbung

des TJ-Proteins ZO-1 nach 15-mindtiger Stimulation mit Thrombin sowie zur

Kontrolle dieselbe Farbung ohne vorherige Stimulation dargestellt (Abb. 29).

Abbildung 29: Immunfluoreszenz-Farbung der Tight Junction von wildtypischen
Endothelzellen mit und ohne Stimulation durch Thrombin.

(A) anti-ZO-1-Farbung ohne Stimulation (B) zusatzliche DAPI-Kernfarbung (C) anti-ZO-1-Farbung
mit Stimulation (D) zusatzliche DAPI-Kernfarbung. Nach Stimulation zeigt sich eine diffuse
Kontinuitatstrennung der endothelialen Tight Junction (weil3e Pfeile). Die Stimulation erfolgte Uber
15 min mit 0,05 U Thrombin, Konzentration des Primarantikdrpers 1:200, 20x-Objektiv im
Konfokalmikroskop, Ausschnitt 2fach vergroRert, Malistabsbalken 20 uym.
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AnschlieRend wurden die Effekte der Stimulation mittels Mediatoren auf
Endothelzellen von WT- und KO-Mausen verglichen. Dabei waren keine

Unterschiede in den Tight und Adherens Junctions erkennbar. Exemplarisch ist

eine Farbung des AJ-Proteins VE-Cadherin nach 15-mindtiger Stimulation mit
Thrombin in Endothelzellen von WT und KO dargestellt (Abb. 30).

Abbildung 30: Immunfluoreszenz-Farbung der Adherens Junction von wildtypischen und
Chronophin-defizienten Endothelzellen nach Stimulation durch Thrombin.

(A) anti-VE-Cadherin-Farbung im WT nach Stimulation (B) zusatzliche DAPI-Kernfarbung (C)
anti-VE-Cadherin-Farbung in Chronophin-defizienten Endothelzellen mit Stimulation (D)
zusatzliche DAPI-Kernfarbung. Nach Stimulation zeigt sich bei wildtypischen und Chronophin-
defizienten Endothelzellen eine mafige Zerrittung der Adherens Junction (wei3e Pfeile). Die
Stimulation erfolgte Uber 15 min mit 0,05 U Thrombin, Konzentration des Primarantikoérpers
1:200, 20x-Objektiv im Konfokalmikroskop, Ausschnitt 2fach vergroRert, MaRstabsbalken 20 pm.
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3.8 E-KO-Mause zeigen weder signifikant vergroRerte
Infarktareale oder Odeme noch einen geringeren

neurologischen Status nach Schlaganfall als der WT.

Um die Ergebnisse des tMCAO bei global Chronophin-defizienten Mausen zu
konkretisieren, wurden Zell-spezifische Knockouts generiert. Zunachst sollte
uberprift werden, ob Endothelzellen — wie in den immunhistochemischen
Hirnfarbungen und der Endothelialzellkultur bereits in vitro festgestellt — auch in
vivo nicht flr die aggravierten Schlaganfalle bei Chronophin-Defizienz
verantwortlich gemacht werden kénnen. Daher wurden Schlaganfalle bei E-KO-
Mausen induziert und das Resultat mit dem WT verglichen. Es wurden je 10
Mause verwendet. Die Mortalitat beim WT war 0 (alle Mause Uberlebten), beim
E-KO betrug sie 10 % (1 von 10 Mausen starb). Beim WT mussten zwei Mause
wegen fehlender Infarzierung bzw. fehlender Reperfusion ausgeschlossen
werden, beim E-KO wurden zwei Mause wegen fehlender Infarzierung bzw. einer
Blutung ausgeschlossen. Somit wurde bei 8 Mausen im WT und bei 7 E-KO-
Mausen die TTC-Farbung der Hirne zur Bestimmung der Infarkt- und

Odemflachen durchgefiihrt.

Die InfarktgroRe betrug beim WT 27,95 + 1,65 % (n=8) und bei den E-KO-
Mausen 29,10 = 2,73 % (n=7). Dies entspricht einem um etwa 4 % gréReren
Infarktvolumen bei Mausen mit Endothelzell-spezifischer Chronophin-Defizienz,

wobei der Unterschied statistisch nicht signifikant war (Abb. 31).
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Abbildung 31: InfarktgroBe von WT- und E-KO-Mausen nach tMCAO.
Es liegt kein statistisch signifikanter Unterschied im Infarktvolumen bei wildtypischen und Mausen

mit Endothelzell-spezifischer Chronophin-Defizienz vor.

Die Hirnddembildung nach tMCAQO betrug im WT 11,01 £ 0,59 % (n=8) und im
KO-Modell 12,76 + 1,94 % (n=7). Dies entspricht einer um etwa 16 %
gesteigerten Odembildung bei Mausen mit Endothelzell-spezifischer Chronophin-

Defizienz, wobei der Unterschied statistisch nicht signifikant war (Abb. 32).
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Abbildung 32: Hirnédembildung von WT- und E-KO-Mausen nach tMCAO.
Die Odembildung ist bei Mausen mit Endothelzell-spezifischer Chronophin-Defizienz nicht

signifikant erhoht.

Die Erhebung der globalen neurologischen Hirnfunktion mittels Bederson-Score
ergab ahnliche Mittelwerte (WT: 2,13 £ 0,30; n=8 und E-KO: 1,86 + 0,51; n=7),
wobei die Resultate im WT weniger gestreut waren (ausschliel3lich Scores 1 bis
3), bei E-KO hingegen alle Scores von 0 bis 4 mindestens einmal vorhanden
waren. Somit ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen WT- und E-KO-
Mausen (Abb. 33).
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Abbildung 33: Neurologischer Status von WT und E-KO im Bederson-Score.
Die gemittelten Scores liegen etwa bei 2, unterscheiden sich jedoch deutlich in der Streuung der
Einzelwerte. Unterschiede zwischen WT und Mausen mit Endothelzell-spezifischer Chronophin-

Defizienz sind statistisch nicht signifikant.

Die Evaluation der motorischen Funktion mittels String-Test ergab im WT einen
gemittelten Score von 3,38 £ 0,57 (n=8) und im E-KO-Modell einen Score von
3,14 + 0,70 (n=7). Damit liegen die gemittelten Scores jeweils bei etwa 3.
Auffallig ist, dass der schlechteste Score, namlich ein sofortiges Herunterfallen
von der Schnur, bei jeweils einem Tier beobachtet wurde, wahrend sich die
weiteren Scores beim WT zwischen 3 und 5 und bei E-KO-Mausen zwischen 2
und 5 bewegte. Der Unterschied zwischen WT und E-KO im String-Test war
statistisch nicht signifikant (Abb. 34).
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Abbildung 34: Neurologischer Status von WT und E-KO im String-Test.
Die geringen Unterschiede zwischen WT und Mausen mit Endothelzell-spezifischer Chronophin-

Defizienz sind statistisch nicht signifikant.

3.9 Auch bei A-KO- und P-KO-Mausen zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede in Infarkt- und Odemgréfie sowie

neurologischem Status nach Schlaganfall.

Um weitere Zellarten auf die Rolle von Chronophin bei der Manifestierung eines
Schlaganfalles zu untersuchen, wurden Zell-spezifische Knockouts fur Astrozyten
(A-KO) und Megakaryozyten/Thrombozyten (P-KO) generiert und im tMCAO-
Modell behandelt. Es wurden je 10 A-KO- und P-KO-Mause verwendet und mit 9
bzw. 10 wildtypischen Mausen verglichen. Die Mortalitat betrug beim A-KO 10 %
(1 von 10 Mausen starb) und beim P-KO 20 % (2 von 10 Mausen starben), beim
WT lag sie bei 22 % (2 von 9 Mausen starben) bzw. 30 % (3 von 10 Mausen
starben). Bei der ersten WT-Kohorte musste eine Maus wegen fehlender

Infarzierung ausgeschlossen werden. Somit wurde bei 9 A-KO- und 8 P-KO-
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Mausen sowie bei 6 bzw. 7 Mausen im WT die TTC-Farbung und das Wiegen

der Hirne zur Bestimmung der InfarktgréRe und Odembildung durchgefiihrt.

Die InfarktgroRe betrug bei den A-KO-Mausen 27,24 + 1,94 % (n=9) und beim
entsprechenden WT 25,59 + 3,71 % (n=6). Bei den P-KO-Mausen betrug sie
27,76 = 3,69 % (n=8) und beim entsprechenden WT 25,98 + 3,42 % (n=7). Dies
entspricht einem um etwa 6 % bzw. 7 % grofieren Infarktvolumen bei Mausen mit
Astrozyten- bzw. Megakaryozyten-/Thrombozyten-spezifischer Chronophin-
Defizienz, wobei der Unterschied in keinem der Falle statistisch signifikant war
(Abb. 37).

Die Hirnédembildung nach tMCAO betrug im A-KO-Modell 11,43 + 1,42 % (n=9)
und im entsprechenden WT 9,22 + 1,97 % (n=6). Im P-KO-Modell betrug sie 7,80
1 1,31 % (n=8) und im entsprechenden WT 9,78 + 1,72 % (n=7). Dies entspricht
einer um etwa 24 % gesteigerten Odembildung bei Mausen mit Astrozyten-
spezifischer Chronophin-Defizienz und einer um etwa 25 % verminderten
Odembildung bei Ma&usen mit Megakaryozyten-/Thrombozyten-spezifischer
Chronophin-Defizienz, wobei der Unterschied in keinem der Falle statistisch
signifikant war (Abb. 35).
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Abbildung 35: InfarktgrofRe und Hirnodembildung von WT- und A-KO- sowie P-KO-Mausen
nach tMCAO.

Es liegt ein nicht signifikant grofReres Infarktvolumen bei beiden Chronophin-defizienten
Mausmodellen vor. Die Odembildung ist im Astrozyten-spezifischen Knockout tendenziell groRer,
im Megakaryozyten-/Thrombozyten-spezifischen Knockout eher geringer als im WT, die

Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant.

Die Erhebung der globalen neurologischen Hirnfunktion mittels Bederson-Score
ergab nahezu gleiche Mittelwerte im Astrozyten-spezifischen Knockout (A-KO:
2,44 + 0,18 mit n=9 und WT: 2,50 + 0,22 mit n=6) und einen hdéheren mittleren
Score im Megakaryozyten-/Thrombozyten-spezifischen Knockout (P-KO: 2,88 +
0,35 mit n=8 und WT: 2,14 + 0,14 mit n=7). Bei WT und A-KO waren
ausschlieBlich die Scores 2 und 3 vorhanden, bei P-KO war ein Score von 5 bei
einem Tier fUr den hoheren Mittelwert mitverantwortlich. Es ergab sich kein

signifikanter Unterschied zwischen WT und E-KO- bzw. P-KO Mausen.
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Die Evaluation der motorischen Funktion mittels String-Test ergab im A-KO-

Modell einen gemittelten Score von 3,44 + 0,38 (n=9), im P-KO-Modell einen
Score von 3,25 £ 0,31 (n=8) und im entsprechenden WT 3,33 + 0,21 (n=6) bzw.

3,29 = 0,29 (n=7). Damit sind annahernd gleiche Scores bei einer etwas

grofieren Streuung im A-KO-Modell erreicht worden. Die Unterschiede zwischen

E-KO- bzw. P-KO Mausen und dem WT im String-Test waren statistisch nicht

signifikant (Abb. 36).
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Abbildung 36: Neurologischer Status von WT- und A-KO-

Bederson-Score und String-Test.

sowie P-KO-Mausen in

Der Bederson-Score entsprach bei A-KO etwa dem WT und war im P-KO leicht erhéht, jedoch

ohne statistisch signifikanten Unterschied. Im String-Test zeigten sich keine Unterschiede.
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3.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bevor Chronophin im Schlaganfallmodell untersucht wurde, konnte zunachst
immunhistochemisch gezeigt werden, dass Chronophin in murinem Hirngewebe
exprimiert ist (3.1). Hinsichtlich der Expression von Tight und Adherens Junction-
Proteinen, die fur die Funktion der Blut-Hirn-Schranke essentiell sind, konnten
immunhistochemisch weder basale Unterschiede in wildtypischen und
Chronophin-defizienten Mausen noch deren Anderungen nach Schlaganfall-
Induktion festgestellt werden (3.2). Die Transkription von Pdxp-mRNA wird nach
Schlaganfall mit steigender Reperfusionsdauer in betroffenen Kortexarealen und
Basalganglien herunterreguliert (3.3). Bisherige Untersuchungen hatten gezeigt,
dass Chronophin Uber einen langeren Zeitraum stabil ist. Aus diesem Grund
erschienen weitergehende Untersuchungen der murinen Proben auf
Proteinebene sinnvoll. Dabei konnte sowohl in Kortexarealen wie auch in den
Basalganglien eine ipsilaterale Verminderung der Chronophin-Level erhoben
werden (3.4). Im murinen tMCAO-Schlaganfallmodell flhrte der globale
Chronophin-Verlust zu grélieren Infarkten, gesteigerter Hirnédembildung (3.5)
und zu einem deutlich verschlechterten neurologischen Status der Tiere (3.6).
Damit rtickte Chronophin als mdglicher neuer Faktor fir die Funktion der Blut-
Hirn-Schranke in den Fokus. Daher drangte sich die Frage auf, welche Zellen
Chronophin beim Schlaganfall reguliert. In murinen Lungenendothelzellen
konnten keine Chronophin-abhangigen Unterschiede hinsichtlich der Expression
von Tight- und Adherens Junction-Proteinen festgestellt werden (3.7). Die
Ergebnisse bestatigten sich im Schlaganfall-Modell bei Mausen mit Endothelzell-
spezifischem Chronophin-Verlust: Hier konnten die Auswirkungen des globalen
Chronophin-Verlustes nicht repliziert werden (3.8). Ebenso konnten bei Mausen
mit Astrozyten- und Megakaryozyten-/Thrombozyten-spezifischem Chronophin-

Verlust keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp gezeigt werden (3.9).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die pathophysiologische Beteiligung von
Chronophin beim ischamischen Schlaganfall zu untersuchen.

Die Vermutung einer moglichen Beteiligung lag nahe, da Chronophin als
funktioneller Gegenspieler des ROCK/LIM-Kinase-Signalwegs fungiert.">> ROCK
spielt eine zentrale Rolle flr zerebrovaskuldare Erkrankungen wie den
ischamischen Schlaganfall.’® Seine medikamentdse Antagonisierung bewirkt in
Ratten eine Reduzierung der Infarktgrofle und eine Verbesserung der
neurologischen Funktion.'?>12

Zur Charakterisierung der Rolle von Chronophin wurde das murine
Schlaganfallmodell der transienten Mediaokklusion gewahlt. Nach Evaluierung
von InfarktgroRen und neurologischer Funktion wurden Hirnlysate gewonnen und
proteinchemisch untersucht sowie Hirnschnitte immunhistochemisch gefarbt.
Zellbiologische Analysen des junktionalen Komplexes von Endothelzellen sollten

die Befunde aus dem Schlaganfallmodell weiter aufschlisseln.

4.1 Das tMCAO-Schlaganfalimodell

4.1.1 Allgemeine Bedeutung

Auf dem Feld der Schlaganfallforschung werden groRe Mihen unternommen, um
neue Therapieprinzipien zu erarbeiten, die das aktuelle Behandlungsschema
unterstitzen sollen, welches hauptsachlich allgemein-intensivmedizinische
Verfahren und den Versuch einer Reperfusion von betroffenen Hirnarealen
beinhaltet.’ Dabei beschrianken sich neue Therapieansitze nicht auf den
alleinigen Schutz neuronaler Zellen, sondern es wird eine Protektion aller an der
neurovaskuldren Einheit beteiligten Zelltypen angestrebt."?® Auf Grundlage dieser
Ansatze konnte jedoch noch kein neues Medikament zugelassen werden, die
Zulassung des letzten und bislang einzigen Medikaments fur die Akuttherapie

des Schlaganfalls — rt-PA — liegt iber 15 Jahre zuriick.'® Umso wichtiger sind
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valide Forschungen, bei denen das pathophysiologische Geschehen eines
Schlaganfalls im Modell imitiert wird, um so mogliche Zielmolekile zu
identifizieren. Ein haufig genutztes Modell ist die transiente Mediaokklusion der
Maus. Hierbei wird ein monofiler Faden operativ in die Arteria cerebri media einer
Gehirnhalfte eingebracht und so in einem umschriebenen Areal ein ischamischer
Schlaganfall induziert. Nach einer Zeit von beispielsweise 60 min wird der Faden
entfernt und das ischamische Hirnareal reperfundiert. Das neurologische
Ergebnis kann nun durch motorische Funktionstests bewertet werden,
InfarktgroRe und Odembildung werden durch Entnahme und Féarbung der
Gehirne ermittelt. Damit stellt die transiente Mediaokklusion ein robustes Modell
des ischamischen Schlaganfalls dar, das zwar nicht dem realen
Krankheitsprozess  exakt gleicht, aber die Pathophysiologie des
Gewebeschadens nach Gefallverschluss gut darstellt. Denn eine exakte
Widerspiegelung eines realen Schlaganfalles kann allein durch die beim
Menschen vorhandene meist lange Phase der Vorerkrankungen wie Diabetes
mellitus und arterieller Hypertonie im Tierversuch nicht realisiert werden. Daher
sollten die Versuche, die meist an gesunden Jungtieren durchgefuhrt werden,
stets in alteren Tieren wiederholt werden. Weiterhin gibt es anatomische
Unterschiede zwischen Mensch und Nagetier: Das menschliche Hirn hat einen
hdheren Anteil an weilRer Substanz. Es ist daher nicht anzunehmen, dass eine
Behandlung, die im Nager neuroprotektiv wirksam ist, auch beim Menschen eine
klinisch relevante Wirkung entfalten kann.' Zusatzlich ist die Vernetzung
zwischen experimenteller Schlaganfallforschung und Anwendung in der Klinik
nicht optimal: Trotz einiger vielversprechender Substanzen, die Phase-ll- und
Phase-llI-Studien erreicht haben, gibt es kein Medikament, das nachweislich vor
einem Schlaganfall schitzt. Eine ursachliche Rolle konnten statistische Mangel
der durchgefuhrten Studien spielen, da oft wegen geringer Kohortengrof3en keine

statistische Relevanz gegeben ist."®"

4.1.2 Chronophin im Schlaganfallmodell

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein globaler Chronophin-Verlust im

Schlaganfallmodell die Infarktflache vergroRert und die Odembildung steigert. Die
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Infarktflache war in Mausen mit Chronophin-Defizienz etwa 19 % grof3er als im
Wildtyp, die Odembildung war um etwa 39 % gesteigert. Beide Ergebnisse waren
statistisch signifikant. Die neurologische Funktion der Mause zeigte im globalen
Bederson-Score keine relevanten Unterschiede, die motorische Funktion war mit
einem Abfall des Scores im String-Test von etwa 3,1 zu 1,4 signifikant
eingeschrankt. Die weiterhin gute Funktion im Bederson-Score lasst sich
mdglicherweise darauf zuruckfuhren, dass aufgrund der Versorgung des Gehirns
durch angrenzende Gefalle des Circulus arteriosus cerebri globale
Funktionseinschrankungen kompensiert werden kénnen. Die spezielle Motorik
der Vorderpfoten, die fur das Festhalten der Mause im String-Test bendtigt wird,
konnte jedoch durch den Infarkt der Arteria cerebri media eingeschrankt sein und
so zu einem signifikanten Abfall im String-Test-Score geflihrt haben.

Die Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle von Chronophin bei der
Entwicklung des Infarktes und der durch Funktionsverlust der BHS eintretenden
Odembildung hin. Dabei stellte sich einerseits die Frage, welche Zellarten an
diesem Prozess ursachlich beteiligt sind. Andererseits war zu klaren, ob
Chronophin eine schutzende Funktion auf das ischamische Hirngewebe ausubt
oder ob seine Expression bei Schlaganfall-Ereignissen verandert wird und es
mdglicherweise eine schadigende Rolle spielt.

Um die Frage nach den beteiligten Zellarten zu klaren, wurden Mause mit Zellart-
spezifischer Chronophin-Defizienz im Schlaganfallmodell untersucht. Dabei
zeigte sich fur Endothelzellen, Astrozyten und Thrombozyten/Megakaryozyten im
Vergleich zum Wildtyp kein signifikanter Unterschied in Infarktgrofe,
Odembildung und den funktionellen neurologischen Scores. Damit konnten die
Ergebnisse aus dem globalen Mausmodell nicht repliziert werden. Ursachlich
hierfir konnte sein, dass weitere, hier nicht untersuchte Zellarten hauptsachlich
beteiligt sind oder ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Zellarten
vorliegt, das erst in seiner Gesamtheit das signifikante Ergebnis des globalen
Chronophin-Verlustes hervorruft. Ein besonderes Augenmerk sollte hierbei fur
weitere Untersuchungen auf neuronale Zellen gelegt werden. Hier kdnnte mittels
der Mauslinie Nestin-Cre eine neuronale Chronophin-Ablation generiert und im

Schlaganfallmodell untersucht werden.'®® Ebenfalls interessant waren
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Untersuchungen der Perizyten. Hierfur koénnten Tamoxifen-induzierbare

PDGFRB-CreER™-Mause im Schlaganfallmodell untersucht werden. 33

Wie bereits diskutiert, flhrte ein globaler Chronophin-Verlust zu einer
Aggravierung im Schlaganfallmodell. Eine weitere wichtige Frage war nun, ob
auch in wildtypischen Mausen in den ersten Stunden nach Schlaganfall bereits
Anderungen der Expression von Chronophin stattfinden, die eine Erklarung fir
die Ergebnisse im Schlaganfallmodell bieten. Hierzu wurde die mRNA in Kortex
und Basalganglien von wildtypischen Mausen nach Schlaganfall quantifiziert
sowie die Proteinmenge im Immunblot untersucht.

Die mRNA war 23 h nach Reperfusion sowohl in Kortex als auch in den
Basalganglien herunterreguliert, wobei der Unterschied nur in den Basalganglien
signifikant war. Dabei sank die mRNA-Menge in den Basalganglien stetig Uber
die Zeitraume von 6 und 12 h auf knapp 43 % nach 23 h, wahrend im Kortex
zunachst ein Anstieg und erst nach 23 h ein rascher Abfall auf 41 % zu
verzeichnen war. Dies deutet darauf hin, dass die Beteiligung von Chronophin an
den zellularen Prozessen nach einem ischamischen Ereignis je nach
untersuchter Hirnregion zeitlich unterschiedlich verlauft. Die verringerte
Expression koénnte hierbei jedoch in beiden Hirnregionen Ausdruck eines
induzierten Zellunterganges sein, der auf Proteinebene naher untersucht werden
sollte (s. 4.2.1).

Einschrankend ist neben der beschrankten Auswahl an transgenen
Mausmodellen zu den vorliegenden Ergebnissen im Schlaganfallmodell zu
sagen, dass die Untersuchungen mit eher kleinen Kohortengrof3en durchgeflihrt
wurden. Die Anzahl von je knapp 10 Mausen pro Kohorte ist zwar in der
experimentellen Schlaganfallforschung allgemein Ublich und war hilfreich, um

erste  Hinweise zu erhalten.'®

Fir validere Ergebnisse sollten jedoch
Wiederholungen mit gréReren Kohorten durchgefihrt werden. Weiterhin kann es
sinnvoll sein, verschiedene Zeiten der Ischamie und anschlieenden Reperfusion
zu wahlen. Beispielsweise konnte eine milde Ischamie von 30 min Dauer und
eine anschlielende Probenverwertung auch nach 3 oder 7 Tagen sinnvoll sein,

um frihe sowie langfristige zellulare Veranderungen festzustellen.
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Eine weitere wichtige Limitation der Ergebnisse im tMCAO sind die indirekten
InfarktgroRen, die sich durch Herausrechnen der Odembildung aus der absoluten
InfarktgroRe errechnen lieR. Hierbei standen im WT Odem-korrigierte
InfarktgroRen von 90,4 + 6,4 mm® denjenigen in global Chronophin-defizienten
M&usen von 91,7 + 5,0 mm?® gegeniiber. Damit war nahezu kein Unterschied in
der indirekten InfarktgroRe mehr auszumachen und die Auswirkungen des
Schlaganfalls beschrankten sich hauptséchlich auf die Odembildung als Resultat
eines Funktionsverlustes der BHS. Daher sollte ein wichtiges Augenmerk der

folgenden Untersuchungen auf der Analyse der Integritat der BHS liegen.

4.2 Einfluss von Chronophin auf die Funktion der Blut-Hirn-

Schranke

4.2.1 Immunhistochemie und Immunblot

Die Methoden der Immunhistochemie und des Immunblots haben gemein, dass
sie darauf abzielen, Proteine in Zellen bzw. Geweben zu bestimmen. Dabei
unterscheiden sie sich jedoch in der Art des Nachweises: Wahrend
immunhistochemische Verfahren die Lokalisation des gesuchten Proteins in
Erfahrung zu bringen versuchen, wird im Immunblot die Proteinmenge eines
Zelllysats unabhangig von der Lokalisation des Proteins innerhalb der Zelle

quantifiziert.

Vor der immunhistochemischen Untersuchung von Proteinen der BHS wurden
Immunblots durchgeflhrt, um die Veranderungen der Chronophin-Menge nach
Schlaganfall auf Proteinebene zu untersuchen. Hier zeigten sich bei 60-minutiger
Ischamie in den ipsilateralen Lysaten 23 h nach Reperfusion im Vergleich zur
kontralateralen Kontrollseite um etwa 30 bis 40 % verminderte Chronophin-
Mengen. Diese Ergebnisse decken sich mit Analysen des Proteoms, die Koh et
al. nach Induktion einer fokalen Ischamie in mannlichen Ratten durchgeflihrt

haben. In kortikalen Regionen wurden Proteine identifiziert, die sich nach
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Schlaganfall in ihrer Intensitat um den Faktor 3 verandert hatten. Dabei zeigte
sich fur Chronophin 24 h nach Ischamiebeginn eine Reduzierung der
Proteinmenge auf nur noch 18 %. Die Autoren schlussfolgern, dass Chronophin
neben weiteren identifizierten Proteinen nach dem Schlaganfallereignis zu einer
Induktion des Zelltodes filhren kénnte."*® Hwang et al. konnten im murinen
tMCAO-Modell mit 5-mindtiger Okklusion nach 30 min und 3 h eine
Herunterregulierung von Chronophin in der hippocampalen Region CA1 auf
knapp 50 % des Ausgangswertes feststellen. Nach langeren Reperfusionszeiten
war hingegen ein Anstieg von Chronophin mit einem Spitzenwert nach 2 Tagen
zu verzeichnen, der dem doppelten des Ausgangswertes entsprach.’® Die
abweichenden Ergebnisse der genannten Studien lassen sich hierbei einerseits
durch die unterschiedlichen Ischamie- und Reperfusionsdauern und andererseits
durch die untersuchten Hirnregionen erklaren. Interessanterweise konnte auch
bereits in anderen Modellen neurologischer Erkrankungen eine Beteiligung von
Chronophin gezeigt werden. Kim et al. berichten von einem Anstieg von
Chronophin in Koérnerzellen des hippocampalen Gyrus dentatus und reaktiven
Astrozyten von Ratten nach einem Status epilepticus.”™® Weitergehende
Untersuchungen lieferten einen Anstieg von Chronophin in Astrozyten, die nach
einem Status epilepticus einem Apoptose-ahnlichen Vorgang unterlagen, der
nach Meinung der Autoren von Chronophin initiiert wird." SchlieRflich konnten
die Autoren Chronophin als wichtigen Faktor fur die Regulierung der

synaptischen Plastizitat identifizieren.'°

Die immunhistochemischen Farbungen konnten Chronophin in den Zellen der
neurovaskularen Einheit identifizieren. Wahrend Farbungen an kryokonservierten
Hirnschnitten eine starke Hintergrundfarbung ergaben, waren in paraffinierten
Schnitten Gefallanschnitte und angrenzende Zellen angefarbt. Um den Einfluss
des Schlaganfalls auf die BHS bei wildtypischen und Chronophin-defizienten
Mausen zu untersuchen, wurden immunhistochemische und Immunfluoreszenz-
Farbungen fur TJ- und AJ-Proteine in Hirnschnitten nach tMCAQO durchgefuhrt.
Neben den Ergebnissen im tMCAO war ausschlaggebend, dass ROCK, der
funktionelle Gegenspieler von Chronophin, eine Rezeptor-vermittelte und

Aktomyosin-basierte Kontraktilitdt von Endothelzellen sowie die Desintegration
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von TJ-Proteinen fordert."® Jedoch zeigten sich bei Chronophin-Defizienz in
Hirnschnitten keine direkt erkennbaren Unterschiede der Expressionsstarke und
subzellularen Verteilung der TJ-Proteine.

Daher wurde eine Quantifizierung mit anschlielender Normalisierung der
gefarbten Bereiche fur TJ-Proteine auf den Gefalmarker Laminin
durchgefiihrt."" Diese ergab, dass Claudin-5 beim Wildtyp in 63 % der
Gefalflache von Infarkt- und Kontrollregion positiv war, wahrend in Hirnschnitten
von Chronophin-defizienten Mausen jeweils nur 54 bzw. 49 % der Flache positiv
war. Somit konnte keine veranderte Expression von TJ-Proteinen nach tMCAO
gezeigt werden. Vielmehr kdénnte schon ein basaler Unterschied in der
GefaRarchitektur Chronophin-defizienter Mause vorliegen, der weiterer
Untersuchungen bedarf. Hierfir wirde sich neben den in 4.2.2 diskutierten
Zellkultur-Experimenten an Endothelzellen eine dreidimensionale Rekonstruktion

der zerebralen GefaRe mittels Lichtscheibenmikroskopie anbieten.*?

Im Gegensatz zu den nicht vorhandenen Anderungen der TJ-Protein-Expression
in den eigenen Versuchen berichten Yang et al. von einem im tMCAO-Modell der
Ratte bereits 3 h nach Reperfusion eintretenden Zusammenbruch der BHS mit
Fragmentierung von TJ-Proteinen innerhalb der endothelialen Interzellularspalten
und einer Abnahme der Proteinmenge von Claudin-5 und Occludin im
Immunblot. Gleichzeitig stieg das Signal flir kleinere Molekulargewichte der
jeweiligen TJ-Proteine, was die Autoren als Fragmentierung derselben
bewerteten.®® In eigenen Immunblots von Hirnlysaten konnten zwischen Infarkt-
und Kontrollregion von wildtypischen und Chronophin-defizienten Mausen bei
Vorliegen methodischer Probleme keine Unterschiede flr TJ-Proteine wie
Occludin, Claudin-5 und ZO-1 ausgemacht werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
Witt et al. konnten jedoch bei regelrechter Methodik mit Hypoxie-
Reoxygenierungs-Versuchen an Ratten zeigen, dass bei den TJ-Proteinen
Claudin-3 und ZO-1 im Immunblot keine Signalanderung im Vergleich zu
Kontrolltieren vorhanden war, wahrend bei Occludin nur eine Zunahme der
dephosphorylierten Form zu verzeichnen war.'® Dies macht deutlich, dass
Expressionsanderungen von TJ-Proteinen als Nachweis einer BHS-Stérung in

Immunfarbungen und Immunblot nur bedingt nachweisbar sind, wahrend eine

86



Diskussion

Reorganisation oder enzymatische Regulationen der Proteine besser erkennbar
ist. Mdglicherweise spielt die Phosphatase Chronophin auch bei der
Dephosphorylierung von TJ-Proteinen eine Rolle. Hier bieten sich fir das
Schlaganfallmodell weitergehende Untersuchungen im Hinblick auf den
Phosphorylierungsstatus von TJ-Proteinen und eine Beteiligung von Chronophin
an. Ebenso ware insbesondere im Hinblick auf die Beteiligung der Cofilin-
regulierenden Proteine Chronophin und ROCK die Untersuchung des
Phosphorylierungsstatus von Cofilin in wildtypischen und Chronophin-defizienten

Mausen nach Schlaganfall bzw. Schein-Operation sinnvoll.

4.2.2 Endothelialzellkultur
Um die Rolle von Chronophin fir die TJ und AJ der BHS auch aul3erhalb der aus

dem Schlaganfallmodell gewonnenen Hirnlysate und -schnitte zu untersuchen,
wurden Endothelzellen aus wildtypischen und Chronophin-defizienten Mausen
isoliert und kultiviert. Huber et al. konnten zeigen, dass Inflammation das
Expressionsmuster der TJ-Proteine in Ratten verandert: Die Expression von
Occludin nahm ab, wéahrend Claudin-1 unverédndert blieb."** Daher wurden
Farbungen der TJ- und AJ-Proteine von unbehandelten Endothelzellen sowie
nach Induktion einer Inflammation mittels verschiedener Mediatoren
durchgefuhrt. Hierfir wurden unter anderem Thrombin und TNF-a verwendet, die
sich als wirksame BHS-regulierende Faktoren erwiesen haben.'**'*® Es konnte
in den proinfammatorisch behandelten Endothelzellen im Vergleich mit
unbehandelten Zellen ein Zusammenbruch der interzellularen Kontakte
visualisiert werden. Beim Vergleich der Endothelzellen von wildtypischen und
Chronophin-defizienten Mausen zeigten sich jedoch keine relevanten
Unterschiede im Expressionsmuster der untersuchten TJ- und AJ-Proteine.

Einschrankend ist festzustellen, dass es sich bei den isolierten Zellen um murine
Lungenendothelzellen (MLEC) handelte, die nicht die Barriere-Eigenschaften der
Mikrovaskulatur des Gehirns besitzen.'*” Daher sollten die Zellkultur-
Experimente mit murinen Hirnendothelzellen (MBEC) wiederholt werden.®
Weiterhin kdnnten sich aussagekraftigere Ergebnisse generieren lassen, wenn

zusatzlich zur Farbung der Proteine der TJ und AJ eine Messung des
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transendothelialen elektrischen Widerstandes (TEER, transendothelial electrical

resistance) und damit der Dichtigkeit der TJs durchgefiihrt wiirde.®

4.3 Die Rolle von Chronophin beim Schlaganfall

Biologische Funktionen von Chronophin im kardiovaskularen System sind bisher
nicht bekannt. Lediglich in Bezug auf seine Rolle im Gehirn konnten in den
vergangenen Jahren wichtige Erkenntnisse gewonnen werden: Am starksten
wird Chronophin in kortikalen Regionen exprimiert, wahrend in den
Basalganglien Werte von 54 - 74 % bestimmt werden konnten.”™ Kim et al.
konnten zeigen, dass die Proteinlevel von Chronophin nach Status epilepticus in
Astrozyten ansteigen und es Uber den Cofilin-Signalweg Apoptoseprozesse
induziert.'®®"%° Galluzzi et al. beschrieben, dass der Verlust von Chronophin
Tumorzellen fir physikalische und chemische Stressoren sensibilisiert und
ebenfalls deren Apoptose einleitet.””" Mdglicherweise moduliert Chronophin auf
diesem Weg auch beim Schlaganfall die physiologische Reaktion auf den
hypoxischen Stress. Schulze et al. identifizierten die Cofilin-Phosphatase
Chronophin als Regulator von Wachstum und Invasivitat glialer Tumore.'® Der
Cofilin-Signalweg ist fir den funktionellen Gegenspieler ROCK bereits im
ischamischen Schlaganfall untersucht worden. Seine medikamentése Hemmung
fihrte zu giinstigen Effekten im Schlaganfallmodell.’”’

Die vorherrschende Form von Cofilin im Hirn ist N-Cofilin.”®? Seine Funktion ist
die Verwertung von G-Aktin-Monomeren durch Depolymerisation und Spaltung
von F-Aktin.®' Die Umbauprozesse und Stabilisierung von Aktinfilamenten
verlauft hierbei konzentrationsabhangig.®® Die Aktivitit von Cofilin wird durch
Kinasen und Phosphatasen wie Chronophin reguliert.?? Cofilin-regulierende
Phosphatasen selbst kdnnen durch verschiedene Mechanismen aktiviert werden:
Fir reaktive Sauerstoffspezies konnte eine Aktivierung der Cofilin-Phosphatase

3 und sinkende intrazellulare ATP-Level fiihren zu

Slingshot gezeigt werden'
einer Aktivierung von Chronophin.®” Unter ischdmischen Bedingungen fiihrt die
Inaktivierung der Na'/K*-ATPase zu einem Anstieg der intrazellularen Calcium-

Level und einer erhohten Exzitotoxizitat.'™ Erhohte intrazellulare Calcium-Level
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aktivieren Slingshot {iber das Calcium-bindende Protein Calmodulin.'®® Dieses
konnte in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe als direkter Interaktionspartner
von Chronophin und Regulator seiner Aktivitat identifiziert werden. Das von
Chronophin regulierte Cofilin ist ein wichtiger Modulator der Zell-Zell-
Interaktionen innerhalb der NVE. Alhadidi et al. beschreiben wichtige
Beteiligungen von Cofilin beim pathophysiologischen Geschehen nach
ischamischem Schlaganfall. Durch oxidativen Stress und Exzitotoxizitat wird
Cofilin aktiviert und fuhrt zum Untergang zahlreicher Zellarten im Gehirn, es
reguliert die Gliazell-Aktivierung beim Entzindungsprozess nach Ischamie sowie
die Offnung der BHS (ber eine Aktin-mediierte Neuverteilung von TJ-
Proteinen.”® Daher postulieren die Autoren, dass eine pharmakologische
Hemmung der Cofilin-Aktivitat eine neuroprotektive Wirkung entfalten konnte.
Diese Erkenntnis steht im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zur Rolle der
Cofilin-aktivierenden Phosphatase Chronophin, bei denen ein Verlust von
Chronophin im murinen Schlaganfallmodell zu ausgepragteren Infarkten und
Odemen fiihrte. Jedoch sind die grundlegenden Erkenntnisse zu Cofilin in
Zellkultur-basierten Studien gewonnen worden, sodass zukunftige in-vivo-
Untersuchungen eine klarere Evidenz zur Rolle von Cofilin und Chronophin

schaffen konnten.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die nicht konkordanten Ergebnisse zu
Chronophin und seinem Substrat Phospho-Cofilin ist die Tatsache, dass mit PLP
ein zweites Substrat von Chronophin existiert.’® Als aktive Form des Vitamin Bg
ist es als Cofaktor an einer Vielzahl von enzymatischen Reaktionen beteiligt und
als der vielseitigste organische Katalysator bekannt.”®” Vor allem die Synthese
des inhibitorischen Neurotransmitters GABA ist nur unter Beteiligung von PLP
mdglich.”® Fir Astrozyten konnten Kim et al. bereits feststellen, dass
Chronophin eine Hauptrolle im Vitamin Bg-Metabolismus spielt.”*® Hwang et al.
stellten einen verringerten Zelluntergang 4 Tage nach einem ischamischen
Ereignis fest, wenn den Mausen 30 min zuvor PLP zugeflhrt worden war. Diesen
protektiven Effekt schrieben sie einer erhdhten Konzentration von GABA zu."™’

In der eigenen Arbeitsgruppe konnten erste Hinweise fur eine Erhéhung von PLP

sowie von Neurotransmittern wie GABA in Hirnlysaten Chronophin-defizienter
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Mause gesammelt werden. Weitere Untersuchungen konnten PLP-abhangige
Enzyme wie GAD als mogliche Erklarung fur eine veranderte Neurotransmitter-
Synthese nach Chronophinverlust liefern (Jeanclos et al., Publikation der Daten
in Vorbereitung).

Seit vielen Jahrzehnten ist bekannt, dass verringerte PLP-Level zu einer
Senkung der GAD-Aktivitat und der GABA-Synthese und konsekutiv aufgrund
einer gesteigerten Neurotransmission zu epileptischen Anfallen fiihren.™®
Interessanterweise konnten Salazar et al. jedoch zeigen, dass eine intrazerebrale
Gabe von PLP bei Ratten ebenfalls zu epileptischen Anfallen fihrt."®® Die
Datenlage zu dem Chronophin-Substrat PLP ist demnach nicht eindeutig.
Folgendes Konzept lasst sich aus den Ergebnissen entwickeln: In der Regel ist
GABA neuroprotektiv wirksam, indem es die exzitotoxischen Effekte von
Glutamat durch Hyperpolarisation der neuronalen Zellmembran umkehrt.'"
Jedoch koénnte eine erhdhte tonische Aktivitat zu Hypoexzitotoxizitat in Peri-
Infarktregionen und damit zu einer Inhibition der initialen neuroregenerativen
Prozesse nach Schlaganfall fuhren, was einen Erklarungsansatz fur die
verstarkten Schlaganfalle nach Chronophinverlust bieten wirde.

Mit diesen interessanten Ergebnissen erscheint die weitere Untersuchung von
Chronophin, seinem Substrat PLP und der Konsequenzen von erhéhten PLP-
Levels in Chronophin-defizienten Mausen auf weitere Vitamin Bg-abhangige
Enzyme sinnvoll. Besonders ein genetischer Nachweis der Relevanz von
Chronophin in GABAergen Neuronen, beispielsweise mittels Chronophin-
Depletion via Gad2-Cre-Mausstammen'®®, sowie elektrophysiologische
Untersuchungsmethoden kommen hierbei in Frage.

Mdglicherweise koénnen zukinftige Untersuchungen einen Zusammenhang
zwischen der Aggravierung von Schlaganfallen nach Chronophin-Verlust und der
Regulierung des Vitamin Bg-Metabolismus herstellen, um so Ansatze zur
Verbesserung der Therapie und Prognose von Schlaganfallpatienten zu

entwickeln.
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5. Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall ist mit einer jahrlichen Inzidenz von 200/100 000
Einwohnern die haufigste Gefallerkrankung in Deutschland. Atherothrombose,
arterielle Hypertonie und Embolien unterschiedlichen Ursprungs sind die
wesentlichen Ursachen des ischamischen Schlaganfalls. Die neurologischen
Defizite nach einem Schlaganfall resultieren aus einem gestorten zerebralen
Blutfluss und somit einer insuffizienten Sauerstoffversorgung. Zusatzlich ist die
Odembildung, welche von einer gesteigerten Permeabilitit der Blut-Hirn-

Schranke verursacht wird, am neuronalen Zelltod beteiligt.

Chronophin ist eine Aktinzytoskelett-regulierende Serin-Phosphatase. In einem
ischamischen Schlaganfall-Modell konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass der globale Verlust von Chronophin zu einer vermehrten
Odembildung und einem aggravierten neurologischen Zustand der M&use im
Vergleich zu wildtypischen Kontrollen fuhrte. Hirnlysate von wildtypischen
Mausen zeigten verringerte Chronophin-Level in der vom Schlaganfall
betroffenen Hemisphare. Jedoch konnten initiale immunhistochemische und
zellbiologische Untersuchungen weder Chronophin-abhangige Veranderungen
der Blut-Hirn-Schranke feststellen noch einen zerebralen Zelltyp identifizieren,

der fur den schitzenden Effekt von Chronophin verantwortlich ist.

Diese Ergebnisse weisen auf einen komplexen, vielzelligen Mechanismus hin,
dem die schitzende Rolle von Chronophin im ischamischen Schlaganfall
unterliegt. Die Entschlisselung dieses Mechanismus ist Aufgabe kunftiger

Untersuchungen.
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6. Summary

Ischemic stroke is the most common vessel disease with a yearly incidence of
more than 200/100 000 inhabitants in Germany. Atherothrombosis, hypertension
and embolisms of different origin are major causes of ischemic stroke. The
neurological deficits following stroke result from impaired cerebral blood flow and
thus insufficient oxygen supply. In addition, edema formation caused by an
increased permeability of the blood-brain barrier also contributes to neural cell
death.

Chronophin is an actin cytoskeleton regulating serine phosphatase. Employing
an ischemic stroke model, this work shows that the whole-body loss of
chronophin resulted in increased edema formation and an aggravated
neurological state of mice compared to the wildtype controls. Brain lysates of
wildtype mice showed decreased levels of chronophin on the ipsilateral
hemisphere after experimental stroke. However, initial immunohistochemical and
cell biological investigations could neither determine chronophin-dependent
changes of the blood-brain barrier, nor identify a cerebral cell type which is

responsible for the protective effect of chronophin.
These findings suggest a complex, multicellular mechanism that underlies the

protective role of chronophin in ischemic stroke. This mechanism has to be

decoded in further studies.
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