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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Glukosetransporter

Das gesunde Gehirngewebe bendtigt taglich ca. 113 g Glukose, dies betragt 20%
des Gesamtglukoseumsatzes des menschlichen Korpers (Erbsloh et al. 1958, 1958).
Da neuroaktive Komponenten, wie z. B. Glutamat und Glycin nicht durch die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) transportiert werden koénnen, ist das Gehirn auf eine
Synthetisierung dieser Molekile aus Glukose innerhalb der Gehirnzellen
angewiesen. Ergénzend wird in den Mitochondrien der Zellen die Glukose mittels
Sauerstoff durch oxidative Phosphorylierung zu energiereichem Adenosintriphosphat
(ATP) synthetisiert, welches die Zellintegritdt und den Zellstoffwechsel wahrt. Das
Gehirn besitzt jedoch keine nennenswerten Glukose- und Glykogenreserven, aus
diesem Grund ist es auf eine standige Zuckerzufuhr aus dem Blut angewiesen. Kann
die Glukoseversorgung nicht aufrechterhalten werden, geht dies mit einer
Funktionseinschrankung, sowie mit erhdhtem neuronalen Zellverlust einher. Eine
schnelle Wiederherstellung der optimalen Versorgung ist somit von entscheidender
Bedeutung fur das Uberleben des geschadigten Hirngewebes und fur die
Begrenzung des sogenannten Sekundarschadenwachstums.

Fir die Resorption von Glukose in Korperzellen gibt es zwei Transportmechanismen,
zum einen die Glukosetransporter (GLUT, SLC2 Genfamilie) und zum anderen die
Natrium-abhangigen Glukosetransporter (SGLT, SLC5-Genfamilie) (Scheepers et al.
2004).

1.1.1. Glukosetransporter (SLC2)

Glukosetransporter der Genfamilie SLC2 sind in Saugetieren die wichtigsten
Transporter fur Glukose und finden sich in fast allen Zellen des menschlichen
Korpers (siehe Tabelle 1; Mueckler und Thorens 2013). Es handelt sich hierbei um
Uniporter, die Glukose durch erleichterte Diffusion, d. h. Uber einen
Konzentrationsgradienten von Glukose und somit ohne Energieverbrauch, in die
Zellen befordern. Es sind bis zum jetzigen Zeitpunkt 14 Mitglieder der SLC2-Familie
bekannt, GLUT1 bis GLUT12, GLUT14 und HMIT (Mueckler und Thorens 2013).
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Genname

SLC2A1

SLC2A2

SLC2A3

SLC2A3P1

SLC2A3P2

SLC2A3P4

SLC2A4

SLC2A5

SLC2A6

SLC2A7

SLC2A8

SLC2A9

SLC2A10

SLC2A11

SLC2A12

SLC2A13

SLC2A14

SLC2AXP1

Einleitung

Tabelle 1: Die SLC2-Genfamilie (nach Uldry und Thorens 2004)

Genlocus

1p35-31.3

3026.1-26.2

12p13.3

5¢35.1

1p31.3

8g21.3

17p13

1p36.2

9934

1p36.2

9933.3

4p16-15.3

20g13.1

22g11.2

6023.2

12q12

12p13.31

2q11.2

Proteinname

GLUT1

GLUT2

GLUT3
GLUT3

Pseudogen

GLUT3
Pseudogen

GLUT3
Pseudogen

GLUT4

GLUTS

GLUT6

GLUT7

GLUT8

GLUT9

GLUT10

GLUT11

GLUT12

GLUT13

GLUT14

Pseudogen

Substrat

Glukose,
Galaktose,
Mannose,
Glukosamine

Glukose,
Galaktose,
Fruktose,
Mannose,
Glukosamine

Glukose,
Galaktose,
Mannose, Xylose

Glukose,
Glukosamine

Fruktose

Glukose

Glukose, Fruktose

Glukose,
Galaktose,
Fruktose

Ureate (Glukose,
Fruktose)

Glukose,
Galaktose

Glukose, Fruktose

Glucose

Myo-Inositol
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Gewebe

Erythrozyten,
Gehirn

Leber,
Langerhans-
Inseln, Darm,
Niere, Gehirn

Gehirn
(Neuronen),
Hoden

Fettgewebe,
Skelettmuskulatur,
Herzmuskulatur

Dinndarm, Niere

Gehirn, Milz,
Leukozyten

Diinndarm,
Magen, Hoden,
Prostata

Hoden, Gehirn,
Nebenniere,
Leber, Milz,

plurivakuolares
Fettgewebe,

Lunge

Niere, Leber,
Diinndarm,
Plazenta, Lunge,
Leukozyten

Herz, Lunge,
Gehirn, Leber,
Skelettmuskulatur,
Pankreas,
Plazenta, Niere

Herz, Muskulatur

Herz, Prostata,
Skelettmuskulatur,
Plazenta

Gehirn,
Fettgewebe

Hoden

Splice
Varianten



Einleitung

Alle GLUT-Transporter teilen die Sekundarstruktur von 12 Transmembranproteinen,
wobei das N- und C-terminale Ende auf der zytosolischen Seite gelegen ist, sowie
einer N-Glykosylierungsstelle (Mueckler und Thorens 2013). Diese Transporter
werden aufgrund ihrer Sequenz in 3 Klassen eingeteilt (Abbildung 1), der grofdte
Unterschied hierbei ist die Position einer Schleife mit der N-Glykosylierungsstelle. Die
Klassen 1 und 2 besitzen die Schleife am N-terminalen Ende, wahrend sich diese bei
der Klasse 3 am C-terminalen Ende befindet (Uldry und Thorens 2004).

Class Il

Glut11

Glut12

Class lll

A ckuranterschiede i cret Kiassen eingetei (Manolescu et . 2007, "

Der haufigste Glukosetransporter ist die Isoform GLUT1. Er wird in fast allen Zellen
des menschlichen Korpers exprimiert und wurde als erster Glukosetransporter in
Hepatomzellen nachgewiesen (Mueckler et al. 1985; Fukumoto et al. 1988).

Die starkste Expression von GLUTL1 findet in humanen Erythrozyten statt und ist
somit wesentlich fir den Glukosetransport Gber das Blut verantwortlich (Mueckler
und Thorens 2013; Kasahara und Hinkle 1977). Weiterhin kann GLUTL1 in
Endothelzellen verschiedener Mikrogefal3e nachgewiesen werden (Mann et al.
2003). Verstarkt findet er sich in der abluminalen Membran von Endothelzellen des
Gehirns, sowie den Astrozyten und dient der Energieversorgung entlang der Blut-
Hirn-Schranke (BHS) und den Neuronen (Pardridge et al. 1990; Farrell und Pardridge
1991; Vannucci et al. 1998). Hierbei liegt das GLUT1-Protein aufgrund
unterschiedlicher Glykosylierungsmuster in zwei Varianten vor. Entlang den
Endothelzellen der BHS liegt GLUT1 als 55 kDa Protein vor, in Astrozyten und
Gliazellen besitzt GLUT1 ein Molekulargewicht von 45 kDa (Kumagai et al. 1994;
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Einleitung

Maher et al. 1994). Neben GLUT1 sorgt GLUT3 ebenfalls fur die Energieversorgung
des Gehirns, welcher direkt in Neuronen exprimiert wird (Maher et al. 1993;
Shepherd et al. 1992; Vannucci et al. 1998).

Eine Versorgung des Gehirngewebes ist von enormer Bedeutung flr die
Aufrechterhaltung der Organfunktion. Eine Mutation des GLUT1 Transporters fuhrt
bereits im frihen Kindesalter zu einer schweren Gehirnpathologie mit Anfallsleiden
und ausgepragter geistiger Retardierung (Brown 2000). Weiterhin konnte bei
Patienten mit schwerwiegenden Erkrankungen wie Alzheimer und Diabetes Mellitus
eine verminderte GLUT1 und GLUT3 Expression im Gehirn aufgezeigt werden (Shah
et al. 2012; Liu et al. 2008). In vivo Versuche, bei denen die Glut 3 Expression in
Mausen vermindert wurde, fihrte zu autistischem Verhalten (Zhao et al. 2010). Diese
Erkenntnisse demonstrieren und bestatigen die frihere Annahme, dass eine
verminderte Glukoseaufnahme im Gehirn zu gravierenden Folgen flr den gesamten

Organismus fuhrt.

1.1.2. Natrium-abhéngige Glukosetransporter (SLC5)

Natrium-abhangige Glukosetransporter (Sodium-dependent glucose transporter,
SGLT) werden durch Gene der SLC5-Familie codiert (siehe Tabelle 2).

Die SGLTs verbrauchen, wie die Glukosetransporter der SLC2/GLUT-Genfamilie,
keine Energie und sind somit passive Transporter. Im Gegensatz zu GLUT ist SGLT
jedoch unabhangig von der Glukosekonzentration. Der Transport der
Glukosemolekiile erfolgt durch Kopplung an ein Natriumion, somit wird die potentielle
Energie des Natrium-Konzentrationsgradienten genutzt.

Dieses Konzentrationsgefalle wird durch eine zusétzliche lonenpumpe, die Na'/K’-
ATPase, kontinuierlich hergestellt. Diese lonenpumpe verbraucht Energie in Form
von ATP, wodurch je 3 Molekile Natrium und Kalium in den Extrazellul&arraum
transportiert werden. Da die SGLTs abhangig von derartigen lonenpumpen sind,

werden sie als sekundéar aktiv bezeichnet.
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Genname

SLC5A1

SLC5A2

SLC5A3

SLC5A4

SLC5A5

SLC5A6

SLC5A7

SLC5A8

SLC5A9

Die bisher am héaufigsten beschriebenen Natrium-abhéngigen Glukosetransporter
sind SGLT1 und SGLT2. Das Gen fur SGLT1 ist im Menschen auf dem Chromosom
22 lokalisiert und kodiert ein 75 kDa groRes Membranprotein. SGLT2 findet sich

Einleitung

Tabelle 2: Die SLC5-Genfamilie (nach Turk und Wright 2004)

Genlocus

22013.1

16p12-p1l

1222.12

22¢12.2-q12.3

19p13.2-p12

2p23

2q12

1p32

17p11.2

Proteinname

SGLT1

SGLT2

SMIT

SGLT3

NIS

SMVT

CHT

SGLT4

SGLT5

I, CLO4, SCN-,

Biotin, Lipoate,
Pantothenate

Substrat

Glukose,
Galactose

Glukose

Myo-Inositol,

Glukose

Na+

NOgs, Br

Choline

dagegen auf dem Chromosom 16 und ist 72 kDa grol3.

SGLT1 wurde erstmals 1987 aus dem Dunndarm eines Kaninchens kloniert (Hediger
et al. 1987), 1989 folgte SGLT2 aus der Niere (Hediger et al. 1989). Das Modell des

Natrium-abhangigen Glukosetransportes beschrieb Robert K. Crane jedoch schon im

Jahr 1960 (Crane et al. 1961, Abbildung 2).
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Gewebe

Dunndarm,
Trachea, Niere,
Herz,
Plasmamembran

Niere

Gehirn, Herz,
Niere, Lunge,
Plasmamembran

Diinndarm,

Skelettmuskulatur,

Niere, Uterus,
Hoden,
Plasmamembran

Thyroid, Brust,

Magen, Eierstock,

Plasmamembran

Gehirn, Herz,
Niere, Lunge,
Plazenta,
Plasmamembran

Rickenmark,
Medulla

Diinndarm, Niere,
Leber, Lunge,
Gehirn

Niere

Splice
Varianten
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Abbildung 2: Erste Beschreibung des Natrium-gekoppelten Glukosetransport (Crane et al. 1961)

Fast 10 Jahre nach seiner Entdeckung konnte die vollstdndige Proteinstruktur von
SGLT1 erstmalig definiert werden (Turk et al. 1996, Abbildung 3). Hierbei wurde
gezeigt, dass es sich um ein Transmembranprotein mit 14 Helices handelt. Wie
schon bei GLUT beschrieben (Scheepers et al. 2004, Mueckler und Thorens 2013),
sind auch die verschiedenen SGLTs in ihrer Struktur homolog (Turk und Wright
2004).

~ 2 1
SOV CL LR (L W9 b
4, DQ)
R
: )

A F D
RIR C EQ
D 10900 by

MSI MS2 MS3 MS4 MSS MS6 MS7 MS8 MS9 MSI0 MSIT MSI2 MSI3 M14
Abbildung 3: Aufbau von SGLT1 (Turk et al. 1996)

Jedoch unterscheiden sich die SLC5-Transporter in der Anzahl der transportierten
Molekile. SGLT1 benétigt fur ein Molekil Glukose zwei Natriumionen (1:2),
dahingegen betragt das Verhéaltnis bei SGLT2 1.1 (Hummel et al. 2011). Somit ist
SGLT1 in der Lage Glukose gegen einen hdheren Konzentrationsgradienten zu
transportieren, da die potentielle Energie von zwei Natriumionen genutzt werden

kann.
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Einleitung

Der am besten untersuchte SGLT Transporter ist SGLT1. Dieser ist im Menschen
hauptsachlich fir den Transport von Glukose an der luminalen Membran des
Darmepithels zustandig. Jedoch wurde seine Expression ebenfalls in verschiedenen
Organen, wie dem Herz, der Leber und der Skelettmuskulatur nachgewiesen (Chen
et al. 2010). Uber den Transporter SGLT2 ist dahingegen noch wenig bekannt, seine
Untersuchung wurde erst in den letzten Jahren Gegenstand der Forschung. Bisher
wird angenommen, dass SGLT2 hauptsachlich in der Niere lokalisiert ist und somit
fur den renalen Rucktransport der Glukose zustandig ist. Forschungsarbeiten in
denen SGLT2-Inhibitoren, wie Beispielsweise Phlorizin, zur Behandlung von
Diabetes Mellitus eingesetzt werden bestétigen diese Hypothese (Poudel 2013;
Chao und Henry 2010). Hierdurch wird die Reabsorption von Glukose in der Niere

gehemmt und eine Hyperglykamie vorgebeugt (Vallon und Thomson 2017).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist Gber die Expression oder Aktivitdt von SGLTs entlang
der menschlichen BHS nur sehr wenig bekannt. Eine genaue Erkenntnis Gber deren
Expression im Gehirn und dem zentralen Nervensystem erlangt durch die neue
Diabetes-Medikation jedoch immer mehr an Bedeutung, da eine Hemmung von
SGLT im Gehirn negative Folgen haben kann wie z. B. eine Beeinflussung der
Energiebilanz in negativer Richtung oder eine Hemmung der neuronalen Aktivitat.
Bisherige Untersuchungsergebnisse basieren auf der Analyse der mRNA-Expression
in Gehirngewebe oder isolierten Zellen von Tieren. In vivo konnte gezeigt werden,
dass SGLT1 und SGLT2 mRNA in Hirngewebe von Ratten, Kaninchen und
Schweinen exprimiert wird. Hierbei sind diese Transporter hauptsachlich in den
Neuronen lokalisiert (Poppe et al. 1997; Balen et al. 2008; Yu et al. 2010; Yu et al.
2013). In vitro wurde eine SGLT-Expression ebenfalls in arteriellen Hirnzellen von
Rindern nachgewiesen (Nishizaki und Matsuoka 1998). Trotz dessen konnte in
Tierversuchen keine Lokalisation von SGLTs in Kapillaren der BHS gezeigt werden
(Poppe et al. 1997; Balen et al. 2008; Yu et al. 2010; Yu et al. 2013).

Die meisten Studien bestatigen, dass entlang der menschlichen BHS ebenfalls kein
Transport von Glukose mittels SGLTs stattfindet. Weder SGLT1, noch SGLT2
werden im Menschen in den Kapillaren exprimiert (Poppe et al. 1997; Nishimura und
Naito 2005; Chen et al. 2010; Vrhovac et al. 2015). Jedoch wurde eine verstarkte
Expression der SGLTs nach traumatisch bedingten Hirnverédnderungen, wie Ischamie
oder Schlaganfall, aufgezeigt (Vemula et al. 2009; Harada et al. 2013; Sajja et al.
2014).
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Einleitung

Dies fiuhrt zu der Annahme, dass Natrium-abhangige Glukosetransporter eine
wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der Energieversorgung nach Glukosemangel
besitzen. Ferner zeigte Matsuoka et al. im Jahr 1998 einen durch Phlorizin
hemmbaren Glukosetransport entlang der BHS des Rindes. Dennoch sind die
Expression und die Bedeutung von SGLT1 und SGLT2 im menschlichen Gehirn noch
unzureichend untersucht. Seit SGLT2-Inhibitoren fir die Behandlung von Diabetes
Mellitus Patienten eingesetzt werden, ist es wichtig die Funktion dieser Transporter in

extrarenalem Gewebe vollstdndig zu verstehen.

1.2. Blut-Hirn-Schranke (BHS)

Eine fehlerfreie Funktionalitat des Gehirns und somit des zentralen Nervensystems
(ZNS) ist fur die Aufrechterhaltung des Organismus von grof3ter Bedeutung. Aus
diesem Grund ist der Schutz vor toxischen Substanzen, sowie die konstante
Nahrstoffversorgung durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) gesichert. Diese erflllt die
Funktion einer Barriere zwischen den Hirnzellen und dem Blutstrom und ist somit fir
die Homoostase und die Funktionen des ZNS zustandig (Serlin et al. 2015).

Die BHS findet sich in allen Organismen mit ausgebildetem ZNS, ihre
Barrierefunktion wurde erstmals im spaten 19. Jahrhundert von Paul Ehrlich
dargestellt (Abbott 2005; Ehrlich 1885). Sie besteht aus den Endothelzellen der
Kapillare, den Perizyten, der Basallamina, sowie den Astrozyten-Endfif3en
(Abbildung 4, Sajja et al. 2016). Die Barrierefunktion wird hierbei hauptséchlich von
Zell-Zell-Kontakten, den sog. Tight Junctions, aufrechterhalten. Diese bilden schmale
zellumgebende Bander und verknipfen die Endothelzellen der Kapillare, so dass der
Stoffaustausch selektiv reguliert werden kann (Dejana 2004). Dabei kdnnen lipophile
Substanzen, wie Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid, die BHS per passiven Transport

entlang ihres Konzentrationsgradienten passieren (Grieb et al. 1985).

Es konnte aufgezeigt werden, dass ca. 98% aller niedermolekularen Substanzen die
BHS nicht ungehindert passieren kdnnen (Pardridge 2005). Vor allem polare
Substanzen und lonen bendtigen ein spezifisches Transportsystem. Der Transport
kann durch einen parazellularen Transport, Transportproteine (ABC-Transporter,
Transporter der SLC-Genfamilie), sowie rezeptorvermittelte und adsorptive
Endozytose erfolgen (Serlin et al. 2015).
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Abbildung 4: Aufbau der BHS (Sajja et al. 2016)

Die Blut-Hirn Schranke bildet zusammen mit den Neuronen, den Astrozyten und der
Mikroglia die sog. neurovaskulare Einheit. Dies ist ein dynamisches System, welches
auf Umgebungseinfliisse und Anderung der Zellbediirfnisse eingehen kann. Fiir eine
uneingeschrankte Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen und Energie sind vor
allem SLC-Transportproteine unerlasslich. Ist deren Funktion beeintrachtigt, folgt
eine Dysfunktion der physiologischen Beschaffenheit der BHS. Dies fuhrt zu einer
Vielzahl an Erkrankungen. Darunter zahlen unter anderem Multiple Sklerose
(Correale und Villa 2007), Parkinson und Alzheimer (Zlokovic 2008), Hypoxie und
Ischamie (Kaur und Ling 2008), sowie Epilepsie (Remy und Beck 2006).
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Die Erforschung der Energieversorgung des Gehirns ist hierbei ein wichtiger Aspekt,

da ein intakter Glukosetransport fur die Aufrechterhaltung der physiologischen

Hirnfunktion von groRer Bedeutung ist.

1.3. Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT)

Als Schadel-Hirn-Trauma (SHT) bezeichnet man durch &ufRere Gewalteinwirkung
entstandene strukturelle Verletzungen des Schadels mit Schadigung des Gehirns.
Man unterscheidet hierbei die mechanische und die klinische Klassifikation. Die
mechanische Klassifikation beschreibt das auRere Verletzungsmuster des SHT, das
geschlossene und das penetrierende bzw. offene SHT. Die klinische Klassifikation
beschreibt den physiologischen Grad der Verletzung.

Im Laufe der Zeit wurden unterschiedliche Bewertungskriterien veroffentlicht, unter
anderem die Klassifizierung nach Toénnis und Loew (1953), welche den
Verletzungsgrad anhand der Ruckbildungszeit der Hirnfunktionsstérung beschreibt.
Standard ist in heutiger Zeit jedoch die Klassifizierung anhand des ,Glasgow Coma
Score*, welche im Jahr 1974 definiert wurde und den Schweregrad des SHT anhand
der Bewertung des Bewusstseinszustands beschreibt (Augendffnung, verbale

Kommunikation und motorische Reaktion) (Teasdale und Jennett 1974).

Trotz schwerwiegendem SHT steigt die Uberlebenszeit der Patienten durch eine
schnelle arztliche Versorgung. Laut Deutscher Gesellschaft fir Neurochirurgie geht
man jedes Jahr von 400 SHT-Fallen pro 100.000 Einwohner aus, wobei 180 dieser
Patienten eine dauerhafte Schéadigung aufweisen. Die Daten des Statistischen
Bundesamtes belegen dies, allein im Jahr 2014 sind in Deutschland 7.573 Todesfélle
durch Verletzungen des Kopfes (aktueller Stand, 09.2016) aufgezeichnet worden.
Dies liegt vor allem an der wachsenden klinischen Forschung der
Pathomechanismen wahrend und nach einer traumatisch bedingten Hirnverletzung,

wodurch Sekundarschaden verringert werden kénnen.

1.3.1. Pathomechanismen des SHT

Verletzungen des Schadels und des Gehirns konnen durch verschiedene
Krafteinwirkungen auf den Kopf erzeugt werden, wie z. B. direkte Krafteinwirkung auf
den Schéadel oder Beschleunigungs-/Verzogerungs- und Rotationskrafte. Diese

Krafte erzeugen eine Reihe von Verletzungsmustern, die sog. Primarschaden.
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Hierzu zahlen Hamatome, Subarachnoidalblutung, diffuse Axonschaden und
Rindenprellungsherde. Diese kdnnen sowohl am Ort der Gewalteinwirkung oder als
contre-coup Verletzung, d. h. auf der Gegenseite, vorliegen (Schewe und Adebahr
1970).

Unmittelbar nach Gewalteinwirkung startet eine Vielzahl von miteinander
interagierenden  Pathomechanismen, welche an der Entstehung von
Sekundéarschaden und somit irreversiblen Hirnschaden, bis hin zu einer Nekrose
bzw. Apoptose der Hirnzellen, beteiligt sind (siehe Abbildung 5; Giza und Hovda
2001, Werner und Engelhard 2007, Giza und Hovda 2014). Die Sekundéarschaden
sind Hypoxieschadden infolge einer lokalen Stérung der Blutzirkulation oder
Stauungsblutungen, auch Ischamie genannt. Die Zirkulationsstérung beruht auf einer
Kompression der intakt gebliebenen Venen und Arterien durch Hirndruck, beginstigt
durch den allg. Blutdruckabfall. Morphologisch finden sich Blutungen und anamische
Nekrosen perifokal oder herdfern. Sekundarschaden bevorzugen demgegenuber das
fur Kreislaufstérungen bei Hirndruck anfélligere Windungstal (Schewe und Adebahr
1970).

Der initiale Pathomechanismus ist die neuronale Depolarisation. Unverzlglich nach
einer biomechanischen Verletzung konnen exzitatorische Neurotransmitter, wie
Glutamat und Aspartat, in hohem Malf3 freigesetzt werden und hierdurch neurotoxisch
wirken. Ferner binden diese Transmitter an den N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-
Rezeptor und fuhren so zum Ausstrom von Kaliumionen und Einstrom von
Kalziumionen (Giza und Hovda 2014; Chodobski et al. 2011). Dies fuhrt zu einer
Stérung der transmembranen lonentransporter, vor allem der Adenosintriphosphat
(ATP)-abhangigen Na'/K*-Pumpe. Dies fiihrt zu einem unkontrollierten Ein- und
Ausstrom von Natrium- und Kaliumionen, was eine Depolarisation der
Zellmembranen zur Folge hat. Weiterhin schwellen durch die Akkumulation von
Natriumionen und den Konzentrationsanstieg der extrazellularen, exzitatorischen
Neurotransmitter Dendriten und Zellkérper an.

Durch einen Anstieg der Kalziumkonzentration im Zytosol werden die ATP-Speicher
der Mitochondrien geleert und somit die anaerobe Glykolyse geférdert, wodurch
Laktat gebildet wird. Die nachfolgende Akkumulation von Laktat fihrt zur
intrazellularen Azidose und somit zu azidose-induzierten Schwellung von Glia- und
Nervenzellen (Staub et al. 1994).
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Erganzend fordert die Akkumulation der Kalziumionen die Aktivierung der Stickoxid-
Synthetase, Phospholipasen, Proteinasen, sowie Lipidperoxidasen und fihrt somit
zur Entstehung von freien Radikalen (Werner und Engelhard 2007; Chodobski et al.
2011).
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Abbildung 5: Metabolische Kaskaden wahrend einer Ischédmie (Giza und Hovda 2001)

Der zerebrale Blutfluss (CBF, cerebral blood flow) ist abhangig von der Aktivitat des
Gehirns. Je aktiver die Zellen, desto hoher ist der CBF und damit die Versorgung mit
Glukose. Nach einer biomechanischen Verletzung ist die Versorgung der Zellen und
somit der CBF gestort.

Jedoch wird durch den erhohten Verbrauch an ATP, abhangig von der Na'/K'-
Pumpe, ein gesteigerter Glukosemetabolismus und somit ein Hypermetabolismus
ausgelost. Die Imbalance zwischen der verringerten Glukoseversorgung durch

verminderten zerebralen Blutfluss und der Glukosenachfrage |6st eine zellulare

Energiekrise aus.
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Eine verminderte zerebrale Glukosekonzentration kann erstmals 2 Tage nach
Hirnschadigung festgestellt werden und dauert bis zu 28 Tage an (Bergsneider et al.
2000). Diese verringerte Glukoseversorgung ist unabhéngig vom jeweiligen Glasgow
Coma Score. Sowohl Patienten mit einem vorhandenen Bewusstseinszustand, als
auch komatdse Patienten verfiigen Uber eine verringerte Glukoseversorgung. In
Studien konnte aufgezeigt werden, dass die ischamisch induzierte Hypoglyk&amie die
frihzeitige Ausbildung von neuronalen Schaden auslost (Harada et al. 2012). Eine
Aufrechterhaltung der physiologischen zerebralen Glukosekonzentration ist somit von

grol3er Bedeutung fir einen positiven Heilungsverlauf nach SHT.

1.4. Odem

Als Odem bezeichnet man eine Schwellung des Gewebes aufgrund einer
Einlagerung von Flussigkeit aus dem Geféal3system. Dies kann jegliche Kdrperregion
betreffen, in der vorliegenden Arbeit wird der Fokus auf das Gehirnédem gelegt und
dieses weiter erlautert.

Ein Hirnbdem ist nicht nur bei klinischen Sterbefallen mit oftmals bekannter
Hirndrucksteigerung, sondern auch in vielen Todesfallen ohne arztliche Mal3nahmen
anzutreffen (Hausmann et al. 2006). Hierzu zahlen beispielsweise Todesfalle durch
Intoxikationen, Schadel-Hirn-Trauma, Verbrennungen oder Ersticken. Das Hirnédem
wird nach Klatzo in zwei Kategorien unterteilt, das vasogene und das zytotoxische
Odem (Klatzo 1967). Erganzend differenzierte Long im Jahr 1982 die Klassifizierung
der Flussigkeitszunahme der Hirnzellen anhand von humanen Hirnschnitten. Dabei
unterschied er in die intrazellulare Wasserzunahme, der Schwellung, bei der die
Hirnschnitte trocken sind und die extrazellulare Akkumulation von Wasser, das

Odem, bei der die Hirnschnitte feucht sind.
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1.4.1. Vasogenes Hirnédem

Bei einem vasogenen Hirnddem fuhrt die Verletzung der Blutgefaliwand zum
Ausfluss von Wasser und Plasmabestandteilen in das umliegende Gehirngewebe. Im
physiologischen Zustand kann Wasser nur Uber einen hydrostatischen Gradienten
bzw. in Verbindung mit dem Transport von lonen und Plasmaproteinen Uber die BHS
transportiert werden. Durch den Zusammenbruch der BHS ist der Zusammenhalt der
Tight Junctions geschwacht, somit gelangt Blut und Plasma, inklusive
Plasmaproteinen, in das Gewebe. Das erste messbare Anzeichen fir ein vasogenes
Odem ist der schnelle Anstieg des intrakraniellen Drucks durch die
Flissigkeitszunahme. In Folge dessen schwellen die Zellen der grauen und weil3en
Substanz an. Dies betrifft vor allem die Astrozyten, jedoch auch die Myelinlamellen
und Dendriten (Kimelberg 1995).

1.4.2. Zytotoxisches Hirnddem

Bei einem zytotoxischen Hirnddem bleibt die vaskulare Permeabilitat relativ
ungestort. Es handelt sich um eine intrazellulare Schwellung ohne Zusammenbruch
der BHS, da schadliche Faktoren einen direkten Einfluss auf das Hirngewebe
ausuben. Zellen innerhalb der grauen und weil3en Materie sind betroffen, in erster
Linie bedeutet das eine Schwellung der Astrozyten und des Myelins (Bakay 1965;
Hackett et al. 1998). Aus diesem Grund wird es oftmals auch zellulares Odem
genannt. In Patienten mit SHT konnte eine Schwellung der Astrozyten im Zeitrahmen
von drei Stunden bis drei Tagen nach Traumatisierung festgestellt werden (Bullock et
al. 1991). Allgemein ist zu sagen, dass das zyototoxische Odem zeitnah nach
Zelltraumatisierung auftritt und zuerst Neuronen und Zellen entlang der BHS, sowie
Astrozyten betrifft (Jenkins et al. 1979; Kimelberg und Ransom B. R. 1986).

1.4.3. Weitere Formen des Hirnbdems

Im Jahr 1994 beschrieben Young und Constantini eine dritte Form des Odems, das
ionische Odem. Bei dieser Form ist, wie bei einem vasogenen Odem, eine
Flissigkeitszunahme anzutreffen. Dies wird jedoch durch eine gesteigerte
Aktivierung der lonentransporter ausgeldst und nicht durch einen Zusammenbruch
der BHS. Transporter entlang der BHS, wie die Na'/K*-ATPase, Kationenkanéle oder
Natrium-gekoppelte Cotransporter, transportieren zusatzlich zu den jeweiligen lonen

ebenfalls Wassermolekiile und filhren so zu einer Schwellung der Zellen.

Seite 14



Einleitung

Es wurde beschrieben, dass das zytotoxische und das ionische Hirnddem
zusammenhangen (Simard et al. 2007). Die Bildung eines zytotoxischen Odems und
die somit einhergehende Zellschwellung verringern den intrazellularen Raum fur
Natrium- und Kalziumionen, sowie Wasser. Hierdurch entsteht ein erhohter
Konzentrationsgradient, was zu einer gesteigerten Aktivitat der lonentransporter und
somit zum vermehrten Wassertransport in den Intrazellularraum fuhrt. Das
zytotoxische Odem bildet somit die treibende Kraft fir ein ionisches Odem (Simard et
al. 2007).

1.5. Funktion der Glukosetransporter bei SHT und Is  chdmie

Verletzungen des Gehirns fihren zu einer Stoérung der Integritdt der Blut-Hirn-
Schranke (BHS) und daraufhin zu einer verminderten Versorgung des Hirngewebes
mit Nahrstoffen, vor allem der Glukose-Aufnahme und Sauerstoff. Fiir das Uberleben
des geschadigten Hirngewebes ist eine schnelle Wiederherstellung der Versorgung
in den geschadigten Gehirnregionen wichtig, damit das sogenannte
Sekundarschadenwachstum begrenzt wird.

Die hauptsachlich aktiven Glukose-Transportproteine im menschlichen Gehirn sind
die Glukosetransporter der SLC2-Genfamilie. Es ist bekannt, dass der Transporter
GLUT1 (SLC2Al1) an der BHS und der Transporter GLUT3 (SLC2A3) in den
Neuronen fur die Glukoseversorgung zustandig ist (Maher et al. 1994; Qutub und
Hunt 2005). Wahrend physiologische Blutzuckerkonzentrationen vorliegen ist GLUT1
gesattigt (Uldry und Thorens 2004). Andern sich jedoch die physiologischen
Bedingungen des Gehirns in Richtung der Hypoglykamie, so wird der Transporter
GLUTL1 verstarkt exprimiert um die Glukoseversorgung der Zellen aus dem Blut
aufrecht zu erhalten (Vemula et al. 2009).

Ferner wurde in in vivo und in vitro Tiermodellen gezeigt, dass die Expression des
Natrium-gekoppelten Glukosetransportes SGLT1 ebenfalls malfigeblich an der
erhohten Glukoseaufnahme im Gehirn nach traumatisch bedingter Veradnderung
beteiligt ist. In einer Arbeit von Robert Poppes konnte eine gesteigerte SGLT1-
spezifische Substrataufnahme nach kinstlich induziertem Krampfanfall gezeigt
werden. Hierzu wurde mittels Autoradiographie die Aufnahme eines radioaktiv
markierten Glukoseanalogon - 2-Deoxy-d-(14C)-Glukose fir GLUT1 und
(14C)methyl-a-D-Glukopyranosid fur SGLT1 - in gesundem Hirngewebe und
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Hirngewebe nach Schlaganfall detektiert (Poppe et al. 1997). Wahrend sich die
Aufnahme des GLUT-Substrats nicht signifikant &nderte, steigerte sich die Aufnahme
bei dem fur SGLT1 spezifischen Substrat in der geschadigten Hirnregion betrachtlich.
Weiterhin konnte erwiesen werden, dass SGLT1 nach Ischdmie/Reperfusion
ebenfalls verstarkt in Hirnzellen exprimiert wird (Elfeber et al. 2004; Wais 2012;
Neuhaus et al. 2012; Thal et al. 2013).

In einem experimentellen SHT-Maus-Modell (CCI - controlled cortical impact) und in
einem in vitro Trauma-Modell (murine Hirnendothelzelllinie cEND) konnte
nachgewiesen werden, dass der Glukosetransport entlang der BHS ebenfalls durch
einen Transporter der Genfamilie SLC5 stattfindet. Ein Expressionsverlauf der
Glukosetransporter GLUT1, SGLT1 und SGLT2 konnte in diesen Modellen ebenfalls
aufgezeigt werden (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zeitverlauf der Expression von SGLT1, SGLT2 und GLUT1 nach SHT
A: SHT-Maus-Modell, B: in vitro Trauma Modell (OGD — oxygen glucose deprivation) (Wais 2012)
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Der physiologische Nutzen der erhdhten Expression der Glukosetransporter liegt in
der Erh6hung der Glukoseaufnahme wahrend des Nahrstoff- und Sauerstoffmangels
im Gewebe. Jedoch fiihrt dieser Mechanismus zu einer erhéhten Odembildung nach
SHT und Ischamie. Da SGLTs sekundar aktiv sind bendtigen sie fir den Transport
einen elektrochemischen Gradienten. Der somit bedingte Transport von
Natriumionen erhoht den osmotischen Druck im Interzellularraum, dem wird durch
Transport von Wassermolekllen entgegen gewirkt. Der Transport von Glukose und
Natrium mittels SGLT transportiert folglich ebenfalls Wassermolekiile in einem festen
Kopplungskoeffizienten von ca. 260 Molekilen Wasser pro Glukosemolekil (Loo et
al. 1996).

1.5.1. Wassertransport mittels Glukosetransporter

Der Wassertransport Uber Epithelzellen ist ein grundlegender physiologischer
Prozess. Bis vor Uber 100 Jahren glaubte man, dass Wasser nur durch osmotische
und hydrostatische Druckunterschiede transportiert werden kann. Dies konnte
Edward W. Reid erstmalig 1892 widerlegen. Wiederum 100 Jahre spater entdeckte
Peter Agre den ersten speziellen Wassertransporter, das Aquaporin (Preston et al.
1992).

Ein Transport von Wasser durch Glukosetransporter in Anwesenheit eines
osmotischen Gradienten konnte erstmals 1990 festgestellt werden (Fischbarg et al.
1990). Der Mechanismus des Transportes blieb allerdings noch ungeklart und wurde
mit der Durchlassigkeit der Glukosetransporter fir Wassermolekulle dargestellt. Drei
Jahre spéter konnte die selbe Forschungsgruppe auch den Transport in Abwesenheit
eines osmotischen Gradienten nachweisen (Loike et al. 1993). Wassermolekiile
gelangen somit in Abwesenheit eines Gradienten in die Zellen.

Es konnte aufgezeigt werden, dass Glukosetransporter nicht nur als Wasserkanéle,
sondern ferner als molekulare Wasserpumpen fungieren. Hierbei weist der
Glukosetransporter GLUT1 ein Verhdltnis von 40 Molekilen Wasser pro
transportiertem Glukosemolekil auf (MacAulay und Zeuthen 2010). Weiterhin wurde
durch Loike et al. (1993) dargelegt, dass ein Wassertransport ebenfalls mittels
Natrium-abhangiger Glukosetransporter stattfindet. Im selben Jahr hat Loo et al. dies
bestétigt und konnte experimentell feststellen, dass SGLT1 ca. 260 Wassermolektile

pro Glukose transportieren kann.
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Dieses Ergebnis wurde in den darauffolgenden Jahren von weiteren
Forschungsgruppen bestatigt, wobei die Angabe der transportierten Wassermolekiile
zwischen 210 und 265 schwankt (Charron F. M. et al. 2006, Loo et al. 2002, Naftalin
2008, Sasseville L. J. et al. 2011, Zeuthen et al. 2006, Zeuthen et al. 2001).

Diese Erkenntnisse macht sich heutzutage die medizinische Therapie zur
Behandlung von Durchfallerkrankungen zu nutze. Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) schreibt flir eine orale Rehydrierung vor, zu jedem Liter Wasser Salz
(Natriumchlorid) und Zucker (Glukose) zu geben (Stuart et al. 2009). Durch die
Zugabe von Glukose und Natriumionen wird die Aufnahme von Wasser uber die
Dunndarmmukosa erhoéht, da hier SGLT1 in hoher Konzentration lokalisiert ist.
Jedoch fuhrt dieser gekoppelte Wassertransport ebenfalls zu schwerwiegenden
Problemen. Wie unter Punkt 1.5 (Seite 15) aufgezeigt wurde, erhoht sich die
Expression der Glukosetransporter und Natrium-abhéngigen Glukosetransporter im
tierischen Gehirn nach einer Schadigung. Dies fuhrt neben der Energieversorgung
der Zellen mit Glukose ebenso zu einem vermehrten Wassertransport in die Zellen.
Hierdurch wird die Bildung eines ionischen Hirnédems unterstitzt. Aus diesem Grund
ist der Nachweis der Glukosetransporter GLUT1, SGLT1 und SGLT2 im
menschlichen Gehirn entlang der BHS Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Eine
Bestatigung der Lokalisation dieser Transporter in den Kapillaren des menschlichen
Gehirns konnte als Ansatz zur Behandlung von Sekundéarschaden nach SHT und zur

Reduzierung des Odemvolumens dienen.

1.6. Problematik der rechtsmedizinischen Untersuchu ng

Die Bestimmung des Zeitpunkts der Entstehung eines Traumas ist in vielen
forensischen Fallen von genauso grofR3er Wichtigkeit wie die Feststellung ob ein
Trauma vorliegt. Bisher lag das Hauptaugenmerk auf dem Nachweis von
Reparationsvorgangen im geschadigten Gewebe, vor allem die Haut betreffend,
durch biochemische, histochemische und immunhistologische Verfahren (Cecchi
2010). Untersuchungen des zeitlichen Verlaufs der zellularen inflammatorischen
Antwort im geschadigten Gehirn wurden bisher seltener untersucht. Hierbei zeigte
sich jedoch, dass fur den Nachweis der meisten Parameter eine langere
Uberlebenszeit von bis zu mehreren Wochen notwendig ist (Hausmann et al. 1999;
Hausmann und Betz 2000).
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Auch ein Versuch der zeitlichen Eingrenzung durch Nachweis einer mRNA-
Expression im geschadigten Gewebe hat nicht zum gewiinschten Erfolg gefuhrt
(Huth et al. 2013). Somit ist die Anwendung solcher Verfahren in der
rechtsmedizinischen Praxis eingeschrankt, da die Uberlebenszeit nach einem
Trauma meist nur sehr kurz ist.

Ein weiteres Problem in der rechtsmedizinischen Praxis ist die Autolyse und Faulnis.
Hierbei kommt es nach Eintritt des Todes zur Zersetzung des Gewebes und der
Zellen durch kérpereigene Enzyme. Bei heutigen Obduktionen werden die Korper in
einer gekihlten Leichenhalle aufbewahrt, diese Kuhlung sollte mdglichst schnell
nach Eintritt des Todes stattfinden. Jedoch kann diese Zeit von wenigen Stunden bis
zu mehreren Tagen und Wochen variieren. Auch die Zeit der Lagerung an sich kann
im  Normalfall bis zu mehrere Tage andauern. Somit kdnnen
Untersuchungsverfahren, welche in experimentellen in vivo und in vitro Versuchen
etabliert sind, nur selten an Gewebe von Verstorbenen angewendet werden. Eine
Adaption der Verfahren ist notwendig (Heinrich et al. 2007).

Trotz groRer Varianz der Postmortalzeit (Post mortem interval, PMI) mit
unterschiedlichen Leichenlagerungsbedingungen ist die Problematik der Autolyse
und Faulnis jedoch von geringfligiger Bedeutung. Studien konnten zeigen, dass bis
zu 72 Stunden post mortem biologisch intakte Nukleinsauren und Proteine
nachgewiesen werden kénnen (Perrett et al. 1988; Barton et al. 1993; Davidsson et
al. 2001; Paepe et al. 2002). Die Degradation ist immer abhéngig vom jeweiligen
Target, da die Halbwertszeit mancher mRNAs von wenigen Minuten bis zu mehreren
Tagen post mortem andauern kann (Krowczynska et al. 1985). Auch Proteine sind, in
Abhangigkeit ihres Molekulargewichts, Uber einen langeren Zeitraum stabil und
kénnen in Versuchen bis zu 50 Stunden post mortem detektiert werden (Blair et al.
2016).

Den grof3ten Einfluss auf die Integritdt der RNA und Proteine besitzen dahingehend
Umgebungsbedingungen, die Patientenvorgeschichte und die Probenhandhabung.
Hierzu zéhlen die vorhergehende Medikation, das Alter des Verstorbenen, die
klinische Diagnose, die Dauer des Todeskampfes, sowie die Lagerbedingungen des
Leichnams. Diese Einflisse koénnen jedoch durch Einschrankungen der
Probenauswahl und Einbeziehung der Todesbedingungen als Faktor in die
Auswertung der Ergebnisse bertcksichtigt werden. Die Aufbewahrung der Proben
bei -80°C stellt fir die mRNA- und Protein-Analyse kein Problem dar.
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Einleitung

Es konnte gezeigt werden, dass auch in gefrorenem Gewebe nach Uber 5 Jahren
eine funktionierende Analyse moglich ist (Leonard et al. 1993). Die
Probenhandhabung wird fir jede Probe gleich und nach einem standardisierten

Protokoll durchgeftihrt und besitzt somit ebenfalls keinen Einfluss fur die Ergebnisse.

1.7. Ziel der Arbeit

Diese Arbeit wurde im Rahmen einer Kooperation zwischen dem Institut fur
Rechtsmedizin der Universitadt Wirzburg (AG Prof. Dr. Bohnert) und der Klinik und
Poliklinik fur Anasthesiologie (AG Prof. Dr. Foérster) des Universitatsklinikums
Wirzburg durchgefuihrt. Vorversuche in der Forschungsgruppe um Frau Prof. Forster
konnten eine schadensabhéngige Expression der Natrium-abhangigen (SGLT1,
SGLT2) und Natrium-unabhéngigen Glukosetransporter (GLUT1) in Mausen
aufzeigen (Wais 2012).

Ziel meiner Arbeit ist die Ubertragung und Uberprifung der Ergebnisse der
Tierversuche auf das menschliche Gehirn von Todesfallen nach Traumatisierung.

Es soll untersucht werden, ob der Nachweis der Natrium-abhangigen
Glukosetransporter SGLT1 und SGLT2 sowie des Glukosetransporters GLUT1 im
menschlichen Hirngewebe von Verstorbenen, welche wegen SHT oder Ersticken zur
gerichtlichen Obduktion gelangen, moglich ist. Weiterhin ergibt sich die Frage, in
welchen zeitlichem Verlauf nach der Traumatisierung die verschiedenen Formen der
Glukosetransporter exprimiert werden und ob der Umfang und die Verteilung von
SGLT1, SGLT2 und GLUT1 sowie das Verhaltnis zueinander Auskinfte tGber eine
vitale bzw. postmortale Entstehung eines Traumas bzw. dessen Uberlebenszeit
zulasst.

Abhangig von Todeszeitpunkt und Todesursache soll ein Expressionsschema der
verschiedenen Glukosetransporter erstellt werden. Hierdurch soll zukinftig eine
Methode an postmortalem Gehirngewebe etabliert werden, um Ruckschlisse auf den
Zeitpunkt der Traumaentstehung in Relation zu der Expressionsstarke der SGLTs

ziehen zu konnen.
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Material

2. Material
2.1. Zellkultur
2.1.1. Zelllinie
Medium Bezugsquelle
CaCo-2 ATCC® HTB-37
HK-2 ATCC® CRL-2190
HEK?293 ATCC® CRL-1573

2.1.2. Medien und Medienzusatze zur Zell-Kultivierung

Medium Hersteller
EBM-2 Lonza
EGM-2 BulletKit Lonza
DMEM w/o Glukose Sigma Aldrich
DMEM + 4,5¢g/I Glukose Thermo Fisher Scientific
EMEM ATCC /Lonza
DMEM F12 Thermo Fisher Scientific
ssFCS Gibco
Penicillin/ Streptomycin Merck

2.1.3. Reagenzien fir Transfektionsversuche

Medium Hersteller

Lipofectamine® RNAIMAX

Transfection Reagent ThermoFisher Scientific

Opti-MEM® ThermoFisher Scientific
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2.1.4. siRNA
Medium Hersteller Artikelnr.
hDSG2 Santa Cruz Sc-35226
hSGLT1 Santa Cruz sc-61538
hSGLT2 Santa Cruz sc-106547

2.2. Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Aceton Sigma Aldrich
Agarose Sigma Aldrich
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Bromphenolblau Sigma Aldrich
Complete Protease Inhibitor Roche
Destilliertes Wasser Braun
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich
Eisessig Merck
Ethanol 70% Otto-Fischer GmbH
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) SERVA Electrophoresis
Gel-Ladepuffer Ambion
Gelatine Serva
Glycerol SERVA Electrophoresis
Glycine AppliChem
Hepes AppliChem
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Chemikalie

Inhibitor Cocktail Tablets
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
Luminol 97%
Magnesiumchlorid
Methanol
Natriumazid
Natriumdodecylsulfat
Natriumdesoxycholat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Milchpulver
p-coumaric Essigsaure
peqGOLD 50 bp DNA-Ladder
Phosphatgepufferte Salzlésung / PBS
RNase Away
RNase-freies Wasser
Rinderserumalbumin (BSA)
SYBR®Safe DNA gel stain
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound
Tris

Triton X-100
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Hersteller

Roche
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
AppliChem
Sigma Aldrich
VWR Peglab
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Ambion

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Sakura
Roth

Sigma Aldrich



Material

Chemikalie Hersteller
TriZol® Ambion
Trypsin-EDTA Merck
Tween 20 Sigma Aldrich
VECTASHIEIRz)eﬁirLIJtri;ade Mounting Vector Labs
Wasserstoffperoxid Sigma Aldrich
Ziegenserum Vector Labs
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2.3. Verwendete Kits

Kit
Pierce® BCA Protein Assay Kit

High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits

ABsolute QPCR Mix, ROX
PowerUp® Sybr Green™ Master Mix

TagMan® PreAmp Master Mix

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System

2.4. Verwendete Puffer

« RIPA-Puffer
150 mM NacCl

Material

Hersteller

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific™

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Promega

50 mM Tris

1mM EDTA

0,1 % SDS

1% Triton X-100

1% Sodium-Deoxycholate

e 4x Laemli-Probenpuffer

8 % SDS

40 % Glycerol

0,250 mM  Tris

0,4 %o Bromphenolblau
pH 6.8

=>» Frisch zugeben

6 % B-Mercaptoethanol
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» Elektrophorese-Puffer
250 mM Glycine
25 mM Tris
0,1 % SDS

* 10x Towbin-Puffer
0,25 mM Tris

1,92 M Glycine
75 ml SDS (Stock 10%)
a.d. 1l ddH20

=>» Frisch zugeben

400 ml Methanol pro 1l 1x Puffer

* Blocking Puffer
5 % Non-Fat dryed Milk
a.d.in PBS

* Antikdrper-Verdinnungspuffer |
0,5 % BSA
a. d.in PBS

* Antikdrper-Verdinnungspuffer Il
1% BSA
in PBS

* WB-Waschpuffer
0,1 % Tween-20
in PBS

* IF-Waschpuffer
1% BSA
in PBS
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e ECL-LGsung
1) 250 mM Luminol in DMSO

90 mM p-coumaric Essigsaure in DMSO
10 % Tris
pH 8.8
2) 10 % Tris
6,4 %o Wasserstoffperoxid
pH 8.8

= Gebrauchsfertige Losung kurz vor Verwendung ansetzen, hierzu
Losung 1 und Losung 2 im Verhaltnis 1:1 mischen und dunkel

lagern

e Stripping Puffer |
0,5mM NaOH

» Stripping Puffer Il

62 mM Tris
2% SDS
pH 6.8

=>» Frisch zugeben
10 mM  B-Mercaptoethanol

* Puffer A
153 mM NacCl
5,6 mM KCI
2,3mM CaClx2H,0
15 mM Hepes
1% BSA
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2.5. Verwendete Antikdrper

Antikorper

Rabbit polyclonal
anti-human SGLT1

Rabbit polyclonal
anti-human SGLT2

Rabbit polyclonal
anti-human GLUT1

Monoclonal Anti- B-
Actin—Peroxidase

Mouse polyclonal
anti-human DSG2

Antikorper

ECL™ Anti-rabbit
linked to HRP

ECL™AnNti-mouse
linked to HRP

Antikorper

goat polyclonal
anti-human vVWF

rabbit polyclonal
anti-human vWF

Rabbit polyclonal
anti-human GLUT1

goat polyclonal
anti-human SGLT1

Rabbit polyclonal
anti-human SGLT2

Immunizing Peptide
SGLT2

Immunizing Peptide
SGLT1

Tabelle 3: Primérantikorper fur den Western Blot

Hersteller Verdinnung
Abcam 1:200
Abcam 1:200

Merck-Millipore 1:500
Sigma Aldrich 1:20.000
Thermo Fisher 1:500

Scientific

Tabelle 4: Sekundarantikdrper fir den Western Blot

Hersteller Verdinnung
GE-Healthcare 1:5000
GE-Healthcare 1:5000

Tabelle 5: Priméarantikdrper fir die Immunhistologie

Hersteller Verdiinnung
Santa Cruz 1:200
Dako 1:200
Merck-Millipore 1:500
Everest Biotech 1:100
Abcam 1:200
Abcam

Everest Biotech
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Artikelnr.

ab14686

ab137207

07-1401

A3854

32-6100

Artikelnr.

NA934V

NA931

Artikelnr.

sc-8068

A0082

07-1401

EB09310

ab137207

ab101414

EBP0O9310



Antikorper

Donkey Anti-goat
IgG Alexa 594

Donkey Anti-goat
IgG Alexa 488

Donkey Anti-rabbit
IgG Alexa 594

Donkey Anti- rabbit
IgG Alexa 488

Material

Tabelle 6: Sekundarantikérper fur die Immunhistologie

Hersteller Verdinnung
Thermo Fisher 1:200

Scientific

2.6. Sonden und Primer fiir die Real-Time PCR

TagMan-Sonde

SGLT1
SGLT2
GLUT1
GLUT3

B-Aktin

Primer

SGLT1 Forward
SGLT1 Reverse
SGLT2_Forward

SGLT2 Reverse

B-
Aktin_Forward

B-
Aktin_Reverse
* (Raff et al. 1997)

Tabelle 7: Sonden fur gPCR
Assay-1D

Hs01573790_m1
Hs00894642_m1
Hs00359840_m1
Hs00892681_m1

Hs00357333_g1

Tabelle 8: Primer fir gPCR

Sequenz 5' - 3

ATTCGCAGGACAGCTCTTAC

CCGAGAAGATGTCTGCCGAG

TGCTCCAACATCGCCTACC

GCTTATGGTGTCCAACGCA

CCTCGCCTTTGCCGATCC

GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC
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™
[°C]

57,7
60,3
59,8

58,5

60,5

60,6

Artikelnr.
A-11058
A-11055
A-21207
A-21206

Gen
SLC2A1
SLC5A2
SLC2A1
SLC2A3
ACTB
GC-  Produkt-
Gehalt  lange
%] [bp]
50

739
60
58

965
53
67

626
48



Methoden

3. Methoden

3.1. Bioinformatik

Bioinformatische Analysen zur Bestimmung der Phylogenese der SLC2 und SLC5
Transporter erfolgten anhand der jeweiligen speziesspezifischen Proteinsequenz.
Diese sind in der Datenbank UniProt des European Bioinformatics Institute (EMBL-
EBI), in Kooperation mit dem Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) und dem Protein
Information Resource (PIR), gespeichert.

Alignements der Sequenzen zur Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums,
sowie ein Molecular Clock Alignment wurden mit Hilfe des Programms ,Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 (MEGA 6, Tamura et al. 2013) und des
Online-Programms ,Basic Local Alignment Search Tool* des National Center for

Biotechnology Information (NCBI) durchgefihrt.
3.2.  Zellkultur

Die Arbeiten mit Zellkulturen werden unter einer Sterilwerkbank der Klasse Il
(Laminar-Airflow) durchgefiihrt. Die Arbeitsflaiche sowie die verwendeten
Medienflaschen wurden vor Gebrauch mit 70%-igem Ethanol desinfiziert. Bendtigte
Reagenzien und Kulturmedien sowie Pipetten werden steril vom Hersteller bezogen
bzw. autoklaviert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, Anteill

in Wasserdampf-gesattigter Atmosphére.

3.2.1. Kultivierung der HK-2 Zelllinie

Bei den Nierenepithelzellen (HK-2-Zellen) handelt es sich um eine mit Papillomaviren
immortalisierte Zelllinie. Diese stammt aus humanem Nierengewebe und wurde 1994
am Fred Hutchinson Cancer Research Center, Universitat Washington, von Richard
A. Zager entwickelt.

Bendtigte Zellkulturflaschen wurden vorab mit 0,5 % Gelatine-Losung beschichtet,
Uberstehende Flussigkeit wird abgesaugt. Die Zellen werden in einem Stickstofftank
gelagert. Zur Kultivierung wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit 20 ml DMEM +
Zusatzen (10 % FCS und Penicillin / Streptomycin) in einem 50-ml-Roéhrchen
vermischt und auf einer 25 cm? groRRen Zellkulturflasche (T-25-Zellkulturflasche,

Greiner Bio-One GmbH) ausgesat.
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Nach der Aussaat wurden die Zellen in einem Brutschrank bei 37°C, 95% relativer
Luftfeuchtigkeit (RH) und 5% CO2 kultiviert. Wahrenddessen erfolgte alle 2 — 3 Tage
ein Mediumwechsel mit DMEM + Zusatzen. Einmal pro Woche wurden die Zellen im
Verhéltnis 1:4 gesplittet. Abfélle dieser Zelllinie werden dem infektiosen Miull

zugefihrt, da HK-2 Zellen mit einem Papillomavirus immortalisiert sind.

3.2.2. Kultivierung der CaCo-2 Zelllinie

Bei den epithelialen, kolorektalen Adenokarzinomzellen (CaCo-2-Zellen) handelt es
sich um eine immortalisierte Zelllinie, welche aus einem humanen Dickdarmkarzinom
stammt und 1975 am Sloan-Kettering Institute for Cancer Research, New York, von
Dr. Jorgen Fogh entdeckt wurde.

Bendtigte Zellkulturflaschen wurden vorab mit 0,5 % Gelatine-Losung beschichtet,
Uberstehende Flussigkeit wird abgesaugt. Die Zellen werden in einem Stickstofftank
gelagert. Zur Kultivierung wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit 20 ml EMEM +
Zusatzen (10 % FCS und Penicillin / Streptomycin) in einem 50-ml-Roéhrchen
vermischt und auf einer 25 cm? groRRen Zellkulturflasche (T-25-Zellkulturflasche,
Greiner Bio-One GmbH) ausgesat. Nach der Aussaat wurden die Zellen in einem
Brutschrank bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit (RH) und 5% CO2 kultiviert.
Wahrenddessen erfolgte alle 2 — 3 Tage ein Mediumwechsel mit EMEM + Zusatzen.

Einmal pro Woche wurden die Zellen im Verhaltnis 1:20 gesplittet.

3.2.3. Kultivierung der HEK293 Zelllinie

Bei den embryonalen Nierenzellen (HEK293-Zellen) handelt es sich um eine durch
Adenoviren immortalisierte Zelllinie, welche aus Nierenzellgewebe humaner Feten
und Sauglinge stammt und 1973 an der Universitat Leiden, Holland, im Labor von
Alex van der Eb ausgearbeitet wurde.

Die Zellen werden in einem Stickstofftank gelagert. Zur Kultivierung wurden die
Zellen auf Eis aufgetaut, mit 20 ml EMEM + Zuséatzen (10 % FCS und Penicillin /
Streptomycin) in einem 50-ml-Roéhrchen vermischt und auf einer 25 cm? groRen
Zellkulturflasche (T-25-Zellkulturflasche, Greiner Bio-One GmbH) ausgesat. Nach der
Aussaat wurden die Zellen in einem Brutschrank bei 37°C, 95% relativer
Luftfeuchtigkeit (RH) und 5% CO2 kultiviert. Wahrenddessen erfolgte alle 2 — 3 Tage
ein Mediumwechsel mit EMEM + Zusétzen. Einmal pro Woche wurden die Zellen im

Verhéltnis 1:20 gesplittet.

Seite 31



Methoden

3.2.4. Transfektion

Zum Nachweis der Detektionsspezifitat von SGLT1 und SGLT2 werden humane
Zellen mit SGLT-spezifischer siRNA transfiziert (siehe Abschnitt 2.1.4). Die
Transfektion erfolgte in den unter Punkt 2.1.1, S. 21, aufgefuhrten Zelllinien. Als
Kontrolle der Transfektion dient eine Desmoglein-2 (DSG2) siRNA. Desmoglein-2 ist
ein transmembranes Glykoprotein in Desmosomen und zustandig fur den Zell-Zell-
Kontakt.

Hierfir wurden die Zellen ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 60 % Kkultiviert
(Tag 0). Das Transfektionsreagenz wird vorbereitet, indem 15pul des
Lipofectamine®RNAIMAX Reagenz mit 5 pl siRNA und 500 pl Opti-MEM vermischt
wird. An Tag 1 wurden 250 ul des Transfektionsreagenz in 2 ml DMEM-Medium ohne
Zusatze zu der Zellkultur gegeben und einen Tag im Brutschrank inkubiert. Nach
24 h (Tag 2) wurde das Medium von den Zellen abgenommen und diese mit PBS
gewaschen. AnschlieRend erfolgt die Isolation von RNA oder Proteinen.

3.3.  Gewinnung humaner Gehirnregionen

Die Untersuchung erfolgt an Gewebeproben, die in normalem Umfang im Rahmen
von gerichtlichen Obduktionen entnommen werden. Die Asservierung solcher Proben
und deren Untersuchung ist durch die 88 87 ff der Strafprozessordnung StPO
gedeckt. Die vorliegende Studienarbeit und die damit verbundene Untersuchung der
menschlichen Gewebeproben ist von der Ethik-Kommission der Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg genehmigt.

Die Probennahme erfolgt bei Verstorbenen beiderlei Geschlechts, die im Institut fur
Rechtsmedizin der Universitdt Wuirzburg zur gerichtlichen Obduktion gelangen.
Einschlusskriterien sind das Vorliegen eines Schadel-Hirn-Traumas oder eines
Erstickungsvorgangs. Als solche sind zu nennen: Aspiration, Thoraxkompression,
Kompression der Halsweichteile (Strangulation), Verlegung der Atemwege,
Intoxikationen mit Dampfung des Atemzentrums (z. B. Morphin/Heroin). Bei den
Schadel-Hirn-Traumata werden zudem 2 Untergruppen gebildet, eine fur Todesfalle
in unmittelbarem zeitlichem Zusammenhang mit dem Trauma und eine fir zunachst
Uberlebt habende Falle.

Bei jeder Testperson werden jeweils 4 Proben des Gehirns entnommen, wobei die
Entnahmestellen die graue und weil3e Substanz des Grol3hirns, das Kleinhirn und
Pons abdecken.
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Bei umschriebenen, herdférmigen Prozessen wie etwa Kontusionen oder Blutungen
werden Proben aus deren Randbereichen und aus den unverletzten kontralateralen
Bezirken entnommen. Von allen Féllen werden zudem folgende Daten erfasst: Alter,
Geschlecht, Uberlebenszeit, ReanimationsmaRnahmen, Postmortalzeitraum,
Todesursache. Als Kontrollgruppe dienen Todesfélle durch primares Herz-
Kreislaufversagen. Die Kontrollfalle werden in Bezug auf Alter, Geschlecht und
Postmortalzeit mit den Fallen der Untersuchungsgruppen gematcht.
Ausschlusskriterien sind das Vorliegen von Faulnis, unbekannter Sterbezeitpunkt
oder unbekannte Lagerungsbedingungen des Leichnams. Die Proben werden in
Asservaten-Réhrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C gelagert.

3.4. Isolierung humaner Hirnkapillaren

Zur Isolierung von Kapillaren aus humanem Gehirngewebe wurden ca. 100 mg des
Gewebes entnommen und in 200 pl Puffer A mittels Mikropistill homogenisiert. Das
Homogenat wird in 10 ml eines 25 %-igen BSA-Puffer Uberfihrt und gut vermengt.
Anschlielend wurde die Probe 10 min bei 1.000 xg, 4°C, zentrifugiert. Hierdurch
werden Verunreinigungen entfernt und die Kapillaren pelletiert. Das Pellet wurde
entnommen, mit 5 ml Puffer A resuspendiert und lber eine mit Glass Beads (acid-
washed, 425-600 ym, Sigma Aldrich) geflllte Filtereinheit (Pierce Tissue Strainers,
250 pum, Thermo Fisher Scientific) gegeben. Die Kapillaren bleiben dabei an der
aufgerauten Oberflache der Glass Beads haften. Verunreinigungen kdnnen
anschlieBend durch dreimaliges Spilen der Glass Beads mit Puffer A entfernt
werden. Die Beads wurden nun in eine sterile Gewebekulturschale Gberfuhrt und es
erfolgte das Losen der Kapillaren durch Spilen der Beads mit ca. 3 ml Puffer A. Der
Uberstand wurde entnommen, in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen berfihrt und fur 10
min bei 4.000 xg, 4°C, zentrifugiert. Das Pellet enthalt nun alle Kapillare und kann far
eine weitere Versuchsdurchfihrung (Immunfluoreszenzfarbung, Protein- und RNA-

Isolation) genutzt werden.
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3.5. Proteinarbeiten

3.5.1. Proteinisolation aus humanen Zellen

Die Proteinisolation aus humanen Zellen erfolgt mittels RIPA Puffer, dem 1x
Proteinase Inhibitor (Roche) zugesetzt wurde.

Zellen wurden vor der Proteinisolation auf Eis gelagert und mit eisgekihltem PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit 50 ul gebrauchsfertiger RIPA-Puffer tGberschichtet
und anschlieBend mittels Zellschaber abgeschabt. Die gewonnenen Proben wurden
durch einen Ultraschall-Homogenisator (20 W) fur zehnmal 0,5 Sekunden und
35 sek. Pause homogenisiert. Anschliel3end wird die Probe fir 10 min mit 10.000 xg

zentrifugiert um Zelltrimmer zu beseitigen.

3.5.2. Proteinisolation aus humanen Gewebe

Die Proteinisolation aus humanem Gewebe erfolgt ebenfalls mittels RIPA Puffer, dem
1x Proteinase Inhibitor (Roche) zugesetzt wurde.

Ungefahr 100 mg humanes Gewebe wird mittels TissueLyser (Quiagen) fur 2 min bei
30 Hz zerkleinert. Um Zelltrimmer zu entfernen wurden die Proben anschliel3end fur
10 min bei 11.000 xg zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefar

gegeben.

3.5.3. Konzentrationsbestimmung der Proteinlysate

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mittels Pierce® BCA Protein Assay Kit.
Dieses Kit funktioniert nach der Bicinchoninsaure - (BCA) — Methode (Smith et al.
1985). Da die BCA-Methode eine geringe Storanfélligkeit, sowie eine hohe
Empfindlichkeit besitzt konnte die eingesetzte Probenmenge auf 3 ul reduziert
werden. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgt durch photometrische
Detektion bei 562 nm des violetten Reaktionsproduktes des BCA mit einem
einwertigen Kupferion, welches quantitativ durch die enthaltenen Proteine reduziert
wurde. Mit Hilfe einer vorgegebenen Standardreihe kann die Proteinkonzentration

der Probe mathematisch ermittelt werden.
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3.5.4. SDS-PAGE

Die Proben werden auf Eis aufgetaut und mit 4x Laemmli-Probenpuffer vermengt.
Die Denaturierung erfolgte fiir 15 min bei 65°C.

Die Proteine wurden anschlieBend mittels 10%-igem SDS-Gel (siehe Tabelle 9 und
Tabelle 10) in einer vertikalen Gelelektrophorese-Kammer (Bio-Rad) aufgetrennt.
Hierbei wird eine Spannung von 60 V fur 20 min und anschlie3end 100V fir 90 min

angelegt.

Tabelle 9: Zusammensetzung eines 10 % SDS-Trenngels

H.O 4 ml
Bis-Acrylamid 3,4 ml
3 M Tris, pH 8,8 2,5 mi
10 % SDS 100 pl
APES 100 pl

TEMED 6 pl

Tabelle 10: Zusammensetzung eines Sammelgels

H.O 3,48 ml

Bis-Acrylamid 850 ul

1 M Tris, pH 6,8 625 ul
10 % SDS 50 pl
APES 50 pl
TEMED 5 pl

3.5.5. Waestern blotting

Die aufgetrennten Proteine im SDS-Gel wurden mittels Mini Trans-Blot
Elektrophoresekammer (Bio-Rad) auf eine Nitrozellulosemembran (Protran, GE
Amersham) geblottet (Aufbau siehe Abbildung 7). Dies erfolgte mit 40 mA und 30 V
pro Gel tber Nacht bei 4°C.
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Kathode +

Anode - |

Abbildung 7: Aufbau des Western Blot

Nach dem Transfer wurde die Membran dreimal fir 5 min in WB-Waschpuffer
gewaschen und fur 2 h bei RT in Blocking Puffer geblockt. Die Membran wurde tber
Nacht bei 4°C mit dem Priméarantikdrper in Antikérper-Verdinnungspuffer | inkubiert.
Am nachsten Tag erfolgte ein erneuter Wasch- und Blockierungsschritt der Membran
und eine anschlieRende Inkubation fur 2h bei RT mit dem Sekundarantikdrper in
Antikdrper-Verdinnungspuffer II.

Fur die Detektion wurde die Membran dreimal fir 5 min in WB-Waschpuffer
gewaschen und fir 4 min in ECL-L6sung inkubiert. Hierbei ist darauf zu achten, dass
dieser Schritt im Dunkeln erfolgt. AnschlieRend erfolgte die Detektion mit dem

Imaging System FluorChem FC2 (Alpha Innotech).

3.6. Strippen der Western Blot Membranen

Zur Detektion mehrerer Targets auf einer Westen Blot Membran muss das erhaltene
Signal des ersten Targets zuerst entfernt werden. Hierzu kann ein leichter und ein
starker Strip durchgeftihrt werden.

Zum Entfernen schwacher Signale bzw. Signale im Molekularbereich, die das Signal
des zweiten Targets nicht beeinflussen, kann ein leichter Strip durchgefuhrt werden.
Hierzu wurde die detektierte Membran mit vollentsalztem Wasser fir 5 min.
gewaschen. Danach erfolgte der eigentliche Strip durch Inkubation in

Stripping Puffer | auf einem Laborschttler.
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Nach einem weiteren Waschschritt mit vollentsalztem Wasser kann die Membran wie
ein neuer Blot behandelt werden und mit einem neuen Priméarantikorper detektiert
werden.

Zum Entfernen starker Signale bzw. Signale im Molekularbereich, die das Signal des
zweiten Targets beeinflussen, muss ein starker Strip durchgefihrt werden. Hierzu
wurde die detektierte Membran mit WB-Waschpuffer fir 5 min. gewaschen. Danach
erfolgte der eigentliche Strip durch Inkubation mit Stripping Puffer Il schittelnd im
Wasserbad bei 56°C. Die Membran wird anschlielend dreimal fur 5 min in WB-
Waschpuffer gewaschen und kann erneut zur weiteren Targetdetektion mit einem

neuen Primarantikbrper verwendet werden.

3.7. Datenauswertung

Zur statistischen Auswertung der erhaltenen Ergebnisse der Western Blot Versuche
wurden zunachst die erhaltenen Banden mittels AlphaView Software (Alphalnnotech)
densitometrisch analysiert (IDV-Werte). Zur Normalisierung der Daten wurde die
Starke der Targetbanden (SGLT1, SGT2, GLUT1) nach folgender Formel auf die
Ladekontrolle B-Aktin bezogen:

E on T = IDV Target
xpression Targe _IDVB—Aktin
Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Anschlielend wurde die statistische Bewertung der signifikanten
Unterschiede aller Proben mit dem Statistikprogramm ,IBM SPSS Statistics 23"

durchgeflhrt. Ein P-Wert kleiner als 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

3.7.1. Analyse der Rohdaten

Bevor eine statistische Analyse der Expressionswerte fur GLUT1, SGLT1 und SGLT2
erfolgen kann, missen deren Rohdaten analysiert werden. Damit die erhobenen
Daten statistisch analysiert werden kénnen, missen diese Skalenqualitéat besitzen.
Diese Voraussetzung kann jedoch nicht geprift werden, sondern beinhaltet
qualitative Attribute wie Beispielsweise gleich unterteilte Einheiten entlang der Skala,

mit oder ohne einen vordefinierten Nullpunkt.
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Bei den zu analysierenden Rohdaten handelt es sich um Daten einer Intervallskala,
da kein exakt zu definierender Nullpunkt vorhanden ist.

Der Vergleich der Proben mit Traumatisierung zu der Myokardinfarkt-Kontrolle zeigt
allenfalls eine Relation der Expressionsstarken, da der Nullpunkt (Kontrollprobe)
willkirlich gewahlt wurde. Entsprechend bedeutet eine Expression von null nicht
exakt eine nicht vorhandene Expression der Glukosetransporter im Gehirn.

Die Daten kénnen nun durch eine parametrische oder nicht-parametrische Methode
analysiert werden. Um eine parametrische Analyse durchfiihren zu kénnen mussen

die Daten jedoch zwei Voraussetzungen erfullen:

1. Grundgesamtheit der Gruppen ist Normalverteilt (Kolmogorov-Smirnoff-Test)

2. Homogenitat der Varianzen (Levene-Test)

Je nach Probenvoraussetzung kdnnen diese anschlielRend mittels parametrischen
oder nicht-parametrischen Methoden analysiert werden. Hier werden mehr als zwei
Gruppen auf deren Lageunterschiede getestet. Wenn ein signifikanter p-Wert (p <
0,05) angezeigt wird, bedeutet dies jedoch nur, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen vorliegt. Aus diesem Grund muss ein Paarvergleichstest, ein

sog. Post-Hoc-Test, angeschlossen werden.
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3.8. RNA-Arbeiten

3.8.1. RNA-Isolation

Die Isolation von RNA erfolgt mittels TriZol® (Thermo Fisher Scientific). Hierbei
wurden die Zellen bzw. ca. 100 mg des humanen Gewebes in 1 ml TriZol® Reagenz
aufgenommen. Die Zellen wurden durch einen Ultraschall-Homogenisator (20 W) fur
zehnmal 0,5 sek. und 35 sek. Pause homogenisiert. Bei dem Gewebe geschieht dies

mittels Tissue Lyser (2 Minuten, Frequenz 30).

Nach der Homogenisierung erfolgte durch Zugabe von 200 pl Chloroform eine
Auftrennung der DNA von den Proteinen (Phenol-Chloroform-Trennung). Durch
Vortexen der Proben und anschlieRender Zentrifugation bei 16.200 xg fur 10 min
werden die Phasen aufgetrennt. Dabei findet sich die RNA in der oberen wassrigen
Phase, Proteine sind in der unteren organischen Phase (siehe Abbildung 8). Die
wassrige Phase wurde abgenommen, in einem neuen Reagenzgefal? mit 500 pl
Isopropanol vermischt und Uber Nacht bei -20°C geféllt. Durch diese Isopropanol-
Préazipitation wird die RNA unter einer weniger polaren Umgebung aufgrund der

Verringerung ihrer Loslichkeit ausgefallt.

Wassrige Phase

Interphase
Organische Phase

Abbildung 8: Phasentrennung mittels TriZol®; Die RNA befindet sich in der klaren, wassrigen Phase.

Am nachsten Tag kann die gefallte RNA mittels 10-minttiger Zentrifugation bei
13.800 xg pelletiert werden. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet zweimal
mit 100%-igem, eiskalten Ethanol gewaschen (Zugabe von 1 ml Ethanol,
Zentrifugation 5 min bei 5.600 xg). Anschliel3end wurde das Pellet getrocknet und mit
50 ul RNase-freiem Wasser geldst.
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3.8.2. Konzentrationsmessung mittels NanoDrop™

Von der isolierten RNA wurde 1 pl entnommen und die Konzentration photometrisch
mittels NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Als Blank / Referenz dient
dabei RNase-freies Wasser. Die Konzentration der Probe wird hierbei automatisch
bestimmt und in ng/ml ausgegeben. Die Reinheit der Proben kann anhand des
Verhaltnisses der Absorbtionswerte A260/A230 und A260/A280 bestimmen.

Jede Aminosaure hat eine bestimmte Absorptionswellenlange, je nach
Zusammensetzung der Target-RNA &ndert sich so die Gesamtabsorption bei
260 nm. Als Regel gilt jedoch, dass das Verhéltnis A260/A280 bei 1,8 — 2,0 liegen
muss. Liegt das Verhaltnis unter dem angegebenen Wert, so ist die Probe mit
organischen Substanzen wie Phenol oder Proteinen verunreinigt. Liegt das
Verhaltnis A260/A230 bei 2,0 — 2,2, so ist die Probe mit Substanzen wie EDTA oder
Guanidinisothiocyanat verunreinigt, welche im TriZol Reagenz vorhanden sind.

Ist eine Probe verunreinigt, so kann diese nicht fur die reverse Transkription
eingesetzt werden. Zur Verbesserung wurde der Probe erneut 500 ul Isopropanol
zugegeben, diese Uber Nacht gefallt und anschlielend wie in Abschnitt 3.8.1

beschrieben weiterbehandelt.

3.8.3. Reverse Transkription

Um die erhaltene mRNA in komplementare Desoxyribonukleinsaure (cDNA)
umzuschreiben erfolgt eine quantitative Umschreibung mit dem High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Bei dem im Kit enthaltenen
Random Primers handelt es sich um eine Mischung aus einzelstrangigen
Nukleotidsequenzen mit zuféllig zusammengesetzten Basenpaaren. Diese lagern
sich komplementar an den RNA-Strang und bilden somit den Startpunkt fur die
reverse Transkriptase.

In die Reaktion wurde 1 pg der isolierten RNA in die Reaktion eingesetzt (siehe
Tabelle 11) und die reverse Transkription in einem Thermocycler gestartet (siehe
Tabelle 12).
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Tabelle 11: MasterMix Ansatz fur die reverse Transkription

Ldsung Volumen [pl]
10x RT Buffer 2,5
10x Random Primers 2,5

dNTP Mix (100mm) 1
Reverse Transkriptase 1,25
RNase Inhibitor 1,25
RNA 1 g
ddH,0 a.d. 25

Tabelle 12: PCR-Programm der reversen Transkription

Zeit [min] Temperatur [°C]
10 25
120 37
5 85
~ 4

Nach erfolgter reversen Transkription kdnnen die cDNA Proben entweder fur eine

Pra-Amplifikation genutzt oder direkt in die Real-Time PCR eingesetzt werden.

3.8.4. Pra-Amplifikation

Die Pra-Amplifikation erfolgt mit dem TagMan PreAmp Master Mix (Thermo Fisher
Scientific) vor der eigentlichen Real-Time PCR. Durch diesen Zwischenschritt wird
die Konzentration jeglicher cDNA der transkribierten Probe erhoht. Hierftr wird 1 ug
der cDNA, entspricht je 1 ul cDNA, in die Reaktion eingesetzt und mittels
mitgelieferter, unspezifischer Sonden im Thermocycler vervielféltigt (siehe Tabelle 13
und Tabelle 14).
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Tabelle 13: Master Mix Ansatz fur die Pra-Amplifikation

Ldsung Volumen [pl]
TagMan P_reAmp 125
Master Mix (2x) '
Pooled((iszi:;ly Mix 6.25
cDNA 1 ul
ddH,0 a.d. 25

Tabelle 14: PCR-Programm der Pra-Amplifikation
Temperatur

Zeit [min] °C] Zyklus
10 95 1
0,25 95
14
4 60

Nach erfolgter Préa-Amplifikation wurden die Proben in die Real-Time PCR
eingesetzt.

3.8.5. Primer Design

Um optimale PCR-Ergebnisse zu erzielen, sollen neben kommerziellen Sonden
ebenfalls synthetisch hergestellte Primer getestet werden.
Diese Primer sollten folgende Eigenschaften erzielen:

* 18— 25 Basenpaar Nukleotidlange

* GC-Gehalt von 40-60 %

e Schmelztemperatur zwischen 57 °C und 60 °C

* Produktlange von 500 — 1.000 bp

Hierbei wird pro Target ein sog. Forward- und ein Reverse-Primer designt.
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Der Forward-Primer ist komplementar zum Anfangsstick der Zielsequenz im
.sense“-Strang, der Reverse-Primer hingegen ist komplementar dem Ende der
Zielsequenz im ,anti-sense“-Strang gelegen. Die Sequenz der jeweiligen Primer wird
Ublicherweise immer von 5'- zu 3‘-Ende angegeben.

Im Falle der endogene Kontrolle B-Aktin wurde der Primer aus bereits publizierten
arbeiten Ubernommen (Raff et al. 1997). Primer fur die spezifischen Targets SGLT1
und SGLT2 wurden manuell entworfen und mit Hilfe des Programms Primer-BLAST
(National Center for Biotechnology Information, NCBI) gegeneinander getestet. Die
MRNA-Sequenz der Targets wurde aus der Online-Datenbank des National Center
for Biotechnology Information entnommen.

Bei Erstellung der Primer wurde darauf geachtet, dass diese Intron-Uberspannend
liegen. Da die dazwischenliegenden Introns beim SpleiBen der RNA zu mRNA
entfernt werden, kann eine Kontamination der cDNA mit genomischer DNA erkannt
werden. Im Falle einer Kontamination ist das resultierende PCR-Produkt langer als
das gewlnschte Amplifikat, da die Intronsequenz mit enthalten ist. Alle verwendeten
Primer mit ihren spezifischen Eigenschaften kénnen der Tabelle 8 auf Seite 29

entnommen werden.

3.8.6. Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Bei der quantitativen Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time PCR, qPCR)
wird die gewilnschte DNA-Sequenz mit einer hohen Spezifitdtt und Sensitivitat
vermehrt. Hierzu werden spezifische Sonden bzw. Primer und hitzespezifische DNA-
Polymerasen (Tag-Polymerase) eingesetzt. Ein Vorteil gegenuber der
herkdbmmlichen PCR ist die quantitative Aussage Uber die amplifizierte DNA nach
jedem Zyklus. Durch Beta-Aktin als endogene Kontrolle kann jede Genexpression auf
die Expression der Kontrolle normalisiert werden.

Fur den Reaktionsansatz wird jede cDNA zuvor 1:10 mit Nuklease-freiem Wasser
verdinnt. Pro Probe wird ein Master Mix Ansatz mit Primern bzw. Sonden der
spezifischen Targets (SGLT1, SGLT2, GLUT1) und der endogenen Kontrolle (B-

Aktin) hergestellt und gesondert untersucht (siehe Tabelle 15).
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Tabelle 15: Master Mix Ansatz fur die Real-Time PCR mit dem PowerUp™ SYBR® Green Master Mix

LOsung Volumen [pl]
2x Master Mix Puffer 10
Forward Primer
1,75
(3 M)
Reverse Primer
1,75
(3 uM)
ddH-,O 8,5
cDNA 5l
(0,1 pg/pl)

Die Proben wurden anschlielBend in 40 Zyklen vervielfaltigt und quantitativ beurteilt
(siehe Tabelle 16). Anhand einer an den qPCR-Durchlauf angefigten Analyse der
Schmelzkurven kann beurteilt werden, ob die erhaltenen Produkte verunreinigt sind
(siehe Tabelle 17). Zeigt die Schmelzkurve einen Peak, so beinhaltet die Probe nur
ein vervielfaltigtes Produkt. Bei vorkommen mehrerer Peaks beinhaltet die Probe
unterschiedlich grof3e Amplifikationsprodukte, die Sonden bzw. Primer sind somit
nicht spezifisch fur das ausgewahlte Target.

Tabelle 16: PCR-Programm der Real-Time-PCR

Zeit [min] Temperatur [°C] Zyklus
2 50 1
2 95 1
0,25 95
40
1 60

Tabelle 17: PCR-Programm der Real-Time PCR zur Darstellung der Schmelzkurve

Zeit [min] Temperatur [°C] Ter:‘;rigztur'
0,25 95 °C 1,6 °C/sec

1 60 1,6 °C/ sec
0,25 95 0,15 °C/sec
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3.9. Immunhistologie

3.9.1. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die entnommenen humanen Gehirnregionen wurden im Ganzen bei -80°C gelagert.
Nach 15-mindtigem antauen auf Eis konnte von den Hirnproben ein Probenareal
(Querschnitt durch die Hirnregion) mittels Skalpell abgetrennt werden. Die Proben,
sowie Ruckstellproben der Gehirnregionen wurden anschlieRend sofort wieder
tiefgefroren bzw. auf Trockeneis bis zur weiteren Verarbeitung zwischengelagert.

Die entnommenen Proben wurden zum Schutz der Proteine und fir eine bessere
Verarbeitung in Tissue-Tek® O.C.T. ™ Compound eingebettet. Anschliel3end erfolgt
die Anfertigung von 10 um dicken Gefrierschnitten am Kryotom Leica CM3050S. Es
wurden jeweils zwei Gefrierschnitte der gleichen Probe auf SuperFrost Plus

Objekttrager (Menzel) aufgezogen und in Objekttragermappen bei -80°C gelagert.

3.9.2. Immunfluoreszenzfarbung

Die bendtigten Gefrierschnitte wurden aus dem -80°C Ultratiefkiihlschrank
entnommen und liegend fir 15 Minuten auf den Luftungsschlitzen des Laminar-
Airflow getrocknet. Die Schnitte wurden mittels ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP
Pen (Vector Labs) umkreist und anschlieBend fir 5 min in einem Farbetrog mit
eiskaltem Aceton fixiert. Die Objekttrager werden anschlieBend aus dem Farbetrog
entnommen und fur 15 min luftgetrocknet. Um restliches Aceton zu entfernen wurden
die Objekttrager in einem zweiten Farbetrog fir 5 min in IF-Waschpuffer gewaschen.
Vor dem Farben missen Hintergrundproteine, welche mit den verwendeten
Antikdrpern unspezifisch reagieren kdnnen, geblockt werden. Dies erfolgt in einer mit
Wasser geflllten Farbekammer durch 5% Ziegenserum (Normal Goat Serum) in
PBS. Nach 20min wurde die Blockierlosung abgenommen, die
Primarantikorperlosung auf die Schnitte gegeben und tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Diese Losung besteht aus den jeweiligen Primarantikérpern (Targetantikorper und
Kontrollantikdrper, z. B. Rabbit anti-human SGLT1 und goat anti-human VWF) in
Antikdrper-Verdinnungslosung 1l (Verdinnungen und Antikérper siehe Tabelle 5).
Am nachsten Tag wurden die Objekttrager dreimal fir 5 min in IF-Waschpuffer
gewaschen und wieder in die Farbekammer gelegt. Es erfolgte die Zugabe der

Sekundarantikdrperlésung auf die Schnitte.
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Diese Lo6sung besteht aus den Sekundarantikdrpern gegen den jeweiligen
Primarantikdrper (z. B. Donkey anti rabbit IgG und Donkey anti goat IgG) in
Antikdrper-Verdiunnungslosung 1l (Verdinnungen und Antikérper siehe Tabelle 6).
Alle nachfolgenden Arbeitsschritte missen im abgedunkelten Raum durchgefiihrt
werden, um die Fluoreszenzmarkierung der Sekundarantikorper nicht zu schwachen.
Nach einsttindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Objekttrager dreimal
fur 5 min in IF-Waschpuffer gewaschen. Das Eindeckeln der Schnitte erfolgte mittels
VECTASHIELD Antifade Mounting Medium.

3.10. Blocken der Antikdrper mit immunisiertem Pept id

Das Blocken der Antikorper wurde jeweils mit dem firmeneigenen Protokoll
durchgefuhrt (Abcam, Everest Biotech).

Hierbei wurden die Antikorper mit dem immunisierten Peptid in der dafir
vorgesehenen Konzentration vermengt und Uber Nacht bei 4°C auf einem
Laborschittler inkubiert. Am darauffolgenden Tag kann das Experiment mit dem
geblockten Antikdrper, sowie einer ungeblockten Antikdrperlésung als Kontrolle,
durchgeftihrt werden. Hierzu siehe Abschnitt 3.5.5 Western blotting, S. 35, und

Abschnitt 3.9.2 Immunfluoreszenzfarbung, S. 45.

Seite 46



Ergebnisse

4, Ergebnisse

4.1. Phylogenese von SGLT Proteinen

4.1.1. Entwicklung von Glukosetransportern der SCL2- und SLC5-Genfamilie

Zu Beginn soll der Frage nachgegangen werden, ob die Phylogenie der Natrium-
abhangigen Glukosetransporter von Kleinstorganismen bis hin zum Menschen
darzulegen ist. Hierfir wurde zunachst untersucht, ob sich die Glukosetransporter
der Familie SLC2 und die Natrium-abhéangigen Glukosetransporter der Familie SLC5
in Abhangigkeit voneinander oder getrennt entwickelt haben. Die Proteinsequenzen
aller derzeit bekannten Transporter (SLC2 und SLC5, Stand 2017) wurden mittels
Sequenzalignment gegeneinander analysiert, um einen Stammbaum darzustellen
(Abbildung 9).

I: SLC5A1 SGLT1
SLC5A4 SGLT3

L—— SLC5A2 SGLT2

— SLC5A8
SLC5A9
—| SLC5A10
SLC5A11
SLC5A3 SMIT
SLcs) ——— SLC5ASNIS
SGLTs L SLC5A6 SMVT
- SLCSAT7 CHT _
SLC2A6
g"l_fﬁs/ SLC2A5 GLUTS
SLC2A2 GLUT2

SLC2A3 GLUT3
‘,_ESLC2A1 GLUT1
SLC2A4 GLUT4

Abbildung 9: Stammbaum der Genfamilie SLC2 und SLC5 anhand deren Proteinsequenzen. Distance between branches
and length of the lines indicates the degree of evolutionary divergence.

e
05

Im Stammbaum ist zu erkennen, dass sich die Glukosetransporter der Familie SLC2
und SLC5 getrennt zueinander und somit parallel entwickelt haben. Ein
gemeinsamer Vorfahre bzw. Ursprung dieser Genfamilien lasst sich anhand dieses

Verfahrens jedoch nicht bestimmen.
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Es kann nur aufgezeigt werden, dass sich die Natrium-abhangigen
Glukosetransporter (SLC5) nicht evolutionar aus den Glukosetransportern (SLC2)

weiterentwickelt haben.

Anhand eines sog. Molecular Clock Alignments kann ein gemeinsamer Vorfahre der
Glukosetransporter definiert werden. Hierbei wird der mdgliche Ursprung einer
Proteinsequenz durch einen Ahnen definiert (Abbildung 10), wodurch man verwandte
Proteinsequenzen darlegen kann.

Eine definierte Proteinsequenz bzw. Organismus wird bei der Analyse der SLC2 und
SLC5-Mitglieder nicht als gemeinsamer Ursprung aufgezeigt. Man erkennt jedoch
anhand der Zugehorigkeit der Vorfahren (Abkirzungen I, V; L; F; T), dass GLUT
nahe verwandt mit SGLT1 (gemeinsamer Ahne L) ist, wohingegen sich SGLT2 aus
SGLT1 weiterentwickelt (Ahne V entwickelt sich aus Ahne L, Knoten 0.50).

Aufgrund der grofRen Evolutions-Zeitspanne zwischen dem Alpha-Proteobakterium
Q1 und den weiteren Spezies kann hier kein genauer Verlauf der Evolution gezeigt
werden (Proteobakterium = I, Rest = V, L, F, T; keine spezifische Korrelation der

Vorfahren)

0.00 V SGLT2 Chimpanzee
V SGLT2 Gorilla
V SGLT2 Gibbon
V SGLT2 monkey(Callithrix-jacchus)
V SLCS5A2SGLT2 SGLT2
V SGLT2 Rhesusaffe
V SGLT2Frosch
V SGLT2 Zebrafisch
A SGLT1 Ciona-intestinalis
V SGLT2 Seeigel
rg— Y SGLT1Zecke )
0.50 0.23 — |SGLT1 alpha-proteobacterium-Q-1 "3
L SGLT1 Zebrafisch
0.00 — | SLCSA4SGLT3
L= L SGLT1(Fragment) Schmerle
L SGLT1Frosch
L SGLT1 gorilla
L SLCSA1SGLT1
L SGLT 1 monkey(Callicebus-moloch)
L SGLT1Resusaffe
L SGLT1 Chimpanzee
" 0.00 L SGLT1orang-Utan
—L sLcsa3sMIT
0.35 — L sLcsa11
L sLcsas

SGLT1

L= L sicsa0
0.00
L sLcsas SLCS
F SLCSA6 SMVT
o F — F siesasnis
" 0.44 V SLCSA7 CHT
F— F SLC2A2GLUT2
L L SLC2A4GLUT4
0.19 L L SLC2A1GLUT1
0.19 L L SLC2A3 GLUT3 GLUT
0.00 L V SLC2A5 GLUTS
0.00 v
0.00 T sicaa6

Abbildung 10: Molecular Clock Alignment von Glukosetransportern der Familie SLC2 und SLC4;
V, L, F, T und | geben mégliche gemeinsame Vorfahren der Proteinsequenzen an. Rot - humane SGLTs, Grin — SGLT1
Sequenz des Alpha-Proteobakterium Q1
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4.1.2. Phylogenie von SGLT1 und SGLT?2

Eine Spezies-abhangige Entwicklung lasst sich durch Alignment der SGLT1 und
SGLT2 Proteinsequenzen unterschiedlicher Spezies darstellen.

Hierzu wurden nachfolgende Spezies herbeigezogen, da diese zum gegenwartigen
Zeitpunkt vollstandig sequenziert und in der Datenbank UniProt gespeichert sind
(Abbildung 11):

cellular organisms
"alplm proteohacterium Q-1

@-Bilateria
~Deuterostomia
~Chordata
"Ciona intestinalis
B-Euteleostomi
B Tetrapoda
".\'enopus (Silurana) tropicalis (G{enopus tropicalis)
“-Amniota
B-Simiformes
~Catarrhini
~Hominoidea

~Hominidae
~Homininae

%“"Gon'lla (Gorilla <genus>)

~Homo

E-Homo sapiens

®-Pan troglodytes (Chimpanzee)
B-Pongo abelii {orang utan <Pongo abeli>)

B-Hylobates sp. (Gibbon)

B-Macaca mulatta (rhesus monkey)
~Platyrrhint
“Callicehus moloch

&-Callithrix jacchus
E-Taeniopygia guttata

B-Miscmnus ancuillicaudatus

E-Strongvlocentrotus purpuratus
B-Ixodes scapularis 8

Abbildung 11: Spezies zur Bestimmung der SGLT1 und SGLT2 Phylogenie

Fur das Alignment der SGLT-Proteinsequenzen kann das Alpha-Proteobacterium Q1
als Ursprung angenommen werden. Hieraus entwickelten sich die zwel
phylogenetischen Stammbaume von SGLT1 und SGLT2. Die Transporter des
Menschen entwickelten sich hierbei als letztes, zusammen mit den SGLTs der
Schimpansen (Abbildung 12).
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@ SGLT1_alpha-proteobacterium-Q-1
@SGLT1_Zecke
@SGLT1_orang-Utan

9 o ®SGLT1_Chimpanzee

2

5 9SGLT1_Mensch

5 | —
9SGLT1_gorilla

> ?-@SGLT1_Resusaffe

9SGLTI_monkey(Callicebus-moloch)
OSGLT1_Frosch

3 @ SGLT I(Fragment)_Schmerle

SGLT1 @SGLT1_Zebrafisch

> 9 SGLT1_Ciona-intestinalis

9SGLT2_Seeigel

SGLT2

) ©SGLT2_Zebrafisch

v 9 SGLT2_Frosch
: @ SGLT2_monkey(Callithrix-jacchus)
Q @SGLT2_Rhesusaffe
P9 SGLT2_Gibbon
W SGLT2_Gorilla
I‘”—| % SGLT2 Mensch
00 SGLT2_Chimpanzee

Abbildung 12: Phylogenese von SGLT1 und SGLT2;
Die Sequenz des Alpha-Proteobakterium kann als Ursprung gesehen werden. Hieraus entwickeln sich die zwei
phylogenetischen Baume von SGLT1 und SGLT2. Die Transporter des Menschen entwickeln sich hier als letztes,
zusammen mit den SGLTs im Schimpansen.

Durch Auflistung der ersten evolutiondren Entstehung aller getesteten Spezies, in
denen SGLTs nachgewiesen werden konnen, kann eine evolutiondre Zeitachse
abgebildet werden (Tabelle 18). Diese beginnt vor 500 Mio. Jahren und endet beim

modernen Menschen.
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Evolution Zeitachse

ca. 500 Mio. Jahre

ca. 300 Mio. Jahre

ca. 65 Mio. Jahre

ca. 15 Mio. Jahre

ca. 0,5 Mio. Jahre

Ergebnisse

Tabelle 18: Evolutionare Zeitachse von SGLT1 und SGLT2

SGLT1

Proteobakterium

Schlauchaschidie

Hirschzecke
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4.2. Analyse der Spezifitdt der verwendeten Antikor per

Um die Spezifitat der verwendeten Antikorper nachzuweisen, wurden
unterschiedliche Protokolle fur eine Transfektion humaner Zelllinien verwendet.
Als Zelllinien wurden anfanglich die humane Darmendothelzelllinie CaCo-2, sowie die

humanen Nierenendothelzellline HK-2 und HEK293 getestet.

Die Zelllinien CaCo-2 und HK-2 konnten im ersten Versuchsdurchlauf nicht
transfiziert werden, die Zelllinie HEK293 brachte dahingegen ein positives Resultat.
Alle darauffolgenden Versuche wurden deshalb mit der Zelllinie HEK293
durchgefiihrt. Als Kontrolle dient das integrale Membranprotein Desmoglein-2,
welches fur die intrazellulare Zellverbindung nétig ist. Somit wird fir die Uberpriifung
der erfolgreichen Transfektion eine DSG2 siRNA genutzt.

DSG2 — e ae— —

R-Aktin

Abbildung 13: Western Blot der transfizierten HEK293-Zellen.
e EK263 Utransiert. b) DSG2 SIRNA, ) SGLTL SIRNA,d) SGLTZ SIRNA o)

In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgreich
verlief. Der Test der Kontroll-siRNA DSG2 zeigt, dass diese Zellprobe (Linie b) eine
erniedrigte DSG2-Expression aufweist im Vergleich zu der untransfizierten Zellkultur
(Linie a).

Diese Transfektionsproben wurden anschie3end mit einem anti-human SGLT1 und
anti-human SGLT2 Antikoérper der Firma Abcam uberpruft. Hierbei misste sich in den
spezifisch transfizierten Zellproben eine ebenfalls verringerte Bandenintensitat
zeigen. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. Fir SGLT1 zeigt sich hier
ebenfalls eine erniedrigte Expression fur Zellproben mit SGLT1 siRNA (Linie c). Fur
SGLT2 dahingegen zeigt sich nur eine Veranderung der Expression zwischen
transfizierten (Linie b-d) und der untransfizierten Zellprobe (Linie a). Eine
Abschwachung der spezifischen SGLT2 siRNA Probe (Linie c) lasst sich nicht

erkennen.
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a b ¢ d
SGLT1 —
SGLT2 a—— —
3-Aktin —— — — —

Abbildung 14: Western Blot der transfizierten HEK293-Zellen (20 pug Gesamtprotein)
hSGLT1 und hSGLT2 Antikérper von Abcam (jeweils bei ca. 75 kDa), B-Aktin dient als Ladekontrolle (42 kDa)
A) HEK293 untransfiziert; B) DSG2 siRNA; C) SGLT1 siRNA; D) SGLT2 siRNA

Diese Transfektionsversuche wurden mit insgesamt 5 Zellkulturproben wiederholt.
Die Mittelwerte aus den Expressionsdaten (Bandenintensitat / IDV  mit
Normalisierung durch [B-Aktin) wurden statistisch ausgewertet und auf ihre
Signifikanz untersucht. Zur Veranschaulichung wurde diese densitometrische
Auswertung in einem Balkendiagramm dargestellt (Abbildung 16). Als

Referenzkontrolle dient eine untransfizierte HEK293-Zellprobe (NT).

25

20

15

1,0

SGLT1 Expression

05

0,0
NT SGLT1 siRNA

Abbildung 15: Densitometrische Auswertung der SGLT1 Western Blot Ergebnisse der transfizierten HEK293 Zellen;
Expressionsanalyse von SGLT1 mittels anti-human SGLT1 Antikdrper (Abcam). Die Verringerung der SGLT1 Expression
in transfizierten HEK293-Zellen ist Signifikant gegentber der nicht transfizierten (NT) Probe;
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NT SGLT2 siRNA

Abbildung 16: Densitometrische Auswertung der SGLT2 Western Blot Ergebnisse der transfizierten HEK293 Zellen;
Expressionsanalyse von SGLT2 mittels anti-human SGLT2 Antikdrper (Abcam). Es lasst sich keine Signifikante
Expressionsénderung feststellen.

Da sich die Transfektionsversuche allgemein als schwierig darstellten, wurden fur die
Antikdrper ebenfalls eine Signalblockierung mittels immunisiertem Peptid
durchgefihrt (siehe Abschnitt 4.3.1, S. 55).
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4.3. Immunhistologischer Nachweis \von Glukosetransp ortern im

menschlichen Gehirn

4.3.1. Gefrierschnitte des Gesamtgehirngewebe

Aus heutiger Sicht wird der Glukosetransport im menschlichen Gehirn hauptsachlich
von den Transportern der SLC2-/GLUT-Familie reguliert. Transporter der SLC5-
ISGLT-Familie spielen dahingehend keine Rolle. Zur Untersuchung der
physiologischen Expression der Natrium-abhéngigen Glukosetransporter im

menschlichen Gehirn wurden immunhistologische Praparate angefertigt.

In Abbildung 17 erfolgte der Nachweis von GLUT1 im menschlichen Gehirn. Durch
eine Doppelfarbung mit einem Von-Willebrand-Faktor (VWF)-Antikdrper konnten die
Endothelstrukturen aufgezeigt werden. Die Uberlagerung der GLUT1 und der vVWF-
gefarbten Gefrierschnitte zeigt eine exakte Lokalisation, welche durch eine orangene
Farbung (Pfeile) markiert ist.

Da eine Expression der Natrium-abhangigen Glukosetransporter im menschlichen
Gehirn noch nicht tiefergehend erforscht wurde, erfolgte der Nachweis von SGLT1
und SGLT2 mit Uberpriften, kommerziellen Antikorpern. Die Spezifitat des anti-
human SGLT1-Antikérpers der Firma Abcam konnte mittels Transfektionsversuchen
nachgewiesen werden (Abschnitt 4.2, S. 52). Da dies fir den anti-human SGLT2-
Antikdrper der Firma Abcam nicht gezeigt werden konnte, wurde ein Spezifitatstest

der immunfluoreszenz-gefarbten Gefrierschnitte durchgefuhrt.
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Abbildung 17: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von humanen Gehirn-Gefrierschnitten. GLUT1 (griin) und vWF (rot).
Uberlagerung der gefarbten Strukturen konnen als orangene Farbung lokalisiert werden (c, Pfeile). Markierung = 20 pm
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Um erneut das Signal fur SGLT1 in Gefrierschnitten zu testen, sollte dieser Versuch
ebenfalls fir ein SGLT1 Antikdrper durchgefihrt werden.

Da zum Zeitpunkt der Versuchsreihe kein SGLT1-spezifisches Peptid der Firma
Abcam erworben werden konnte, wurde der Anbieter des Antikérpers gewechselt.
Folglich wurden fur alle Immunfluoreszenzfarbungen ein anti-human SGLT1
Antikorper der Firma Everest Biotech mit dazugehérigem Peptid verwendet.

Der Nachweis der spezifischen Farbung von SGLT1 und SGLT2 wurde somit durch
Prainkubation der Antikdrper mit einem Peptid durchgefuhrt. Hierbei wurden die
Bindungsstellen der jeweiligen Antikdrper durch das Peptid abgesattigt, wodurch
spezifische Bindungen und somit die Detektion der SGLT-Proteine in den

Gefrierschnitten blockiert wurde.

In Abbildung 18 und Abbildung 19 ist die Farbung der Natriumabhangigen
Glukosetransporter, sowie die Blockierung der Immundetektion durch ein
immunisiertes Peptid dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass SGLT1 und SGLT2 im Endothel der Blutgeféal3e exprimiert
werden (Abbildung a). Eine Kolokalisation mit dem vVWF-Protein (Abbildung b) zeigt
sich in den Abbildungen c als orangefarbene Struktur, zur besseren Erkennbarkeit
sind diese mit Pfeilen markiert. Weiterhin kann demonstriert werden, dass das
spezifische Signal sowohl fur SGLT1, als auch fir SGLT2 geblockt werden kann.
Hierbei zeigt sich keine Farbung der Transporter (Abbildung d) und somit auch keine
Uberlagerung des VWF im Endothel (Abbildung f, Pfeile)
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Abbildung 18: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von humanen Gehirn-Gefrierschnitten.
a-c) Doppelfarbung von SGLT1 (griin) und VWF (rot). Uberlagerung der gefarbten Strukturen kénnen als orangene
Farbung lokalisiert werden (c, Pfeile).
d-e) Doppelfarbung von pré-inkubierten SGLT1-Antikdrper mit spezifischem Peptid (griin) und vWF (rot). Es lassen sich
keine Uberlagerten Strukturen erkennen (f, Pfeile). Markierung = 20 um
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Abbildung 19: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von humanen Gehirn-Gefrierschnitten.
a-c) Doppelfarbung von SGLT2 (griin) und VWF (rot). Uberlagerung der gefarbten Strukturen kénnen als orangene
Farbung lokalisiert werden (c, Pfeile).
d-e) Doppelfarbung von préa-inkubierten SGLT2-Antikdrper mit spezifischem Peptid (griin) und vWF (rot). Es lassen sich
keine Uberlagerten Strukturen erkennen (f, Pfeile). Markierung = 20 um

Ein groRes Problem der Farbung von Gefrierschnitten ist jedoch eine hohe
Hintergrundfluoreszenz des Hirngewebes, wodurch die spezifischen Signale nur
begrenzt herausgefiltert werden konnten.
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4.3.2. Isolierte Kapillaren des menschlichen Gehirns

Zur Reduzierung des Hintergrundsignals wurde die entscheidende Region der BHS
isoliert, d. h. die KapillargefaRe des Gehirns von anderen Zellstrukturen separiert und
erneut immunhistologisch untersucht. Zur Verifizierung der erfolgreichen Isolation
wurde eine Doppelfarbung mit einem vWF-Antikérper durchgefthrt. Dieser bindet
spezifisch an das Blutgefal3endothel.

Es konnte gezeigt werden, dass Verunreinigung mit Strukturen wie Neuronen und
Gliazellen minimiert wird und die spezifische Endothelstruktur der Kapillaren

detailliert untersucht werden kann.

Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung der isolierten Hirnkapillaren.
a, b) Farbung der Endothelstruktur mit einem von-Willebrand-Faktor (VWF) Antikdrper. ¢, d) Detektion von unspezifischer
Hintergrundfluoreszenz im grunen Filter. Markierung = 40 pm

Zu allererst wurden die isolierten Kapillaren mit dem vWF-Antikérper gefarbt um die
erfolgreiche Isolation nachzuweisen (Abbildung 20). Da die Sekundarantikdrper der
Targets in allen Versuchen mit einem Alexa 488-Farbstoff gefarbt wurden, wurde

dahingehend die Hintergrundfluoreszenz Uberpruft.
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Es konnte nachgewiesen werden, dass das Endothel der Kapillare eine

vernachlassigbare Eigenfluoreszenz aufweist.

Sowohl fur GLUTL, als auch von SGLT1 und SGLT2 zeigt sich eine spezifische
Farbung entlang dem Endothel der Kapillaren (Abbildung 21). Ergdnzend wurden
verschiedene Regionen des menschlichen Gehirns auf die Expression von SGLT1
und SGLT2 untersucht. Dies kann unter Abschnitt 4.3.2.2, S. 63, nachgelesen

werden.

Abbildung 21: Immunfluoreszenzfarbung von GLUT1 (b, €) und SGLT1 (a) bzw. SGLT2 (d).
Es zeigt sich eine groRflachige Uberlagerung von GLUT1 und SGLT1 (c) bzw. SGLT2 (f). Endothel-unspezifische Farbung
ist mit Pfeilen markiert. Markierung =40pm
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43.2.1. Lokalisation von Verunreinigungen durch Gliazell-EndfiiRen

In Abbildung 21 kann man weiterhin erkennen, dass sowohl fir GLUT1, als auch fir
SGLT1 und SGLT2 endothel-unspezifische Strukturen detektiert wurden (Pfeile).
Diese erinnern an Reste unseparierter Astroglia, genauer gesagt den EndufRen
dieser Zellen. Die Endfuf3e sind um das Endothel der Hirnkapillare befestigt und

somit nur schwer davon zu trennen.

Abbildung 22: Kolokalisation von SGLT1/ SGLT2 und GFAP (Gliazellmarker).
a) Farbung von SGLT1, d) Farbung von SGLT2; b / e) Farbung mit GFAP; ¢ / f) Uberlagerung von SGLT1 bzw. SGLT2 und
GFAP. Kolokalisation ist gelb dargestellt und mit Pfeilen markiert. Markierung =40um
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Der verwendete Antikdrper zur Detektion der Gliazell-Endflif3e ist gegen das saure
Gliafaserprotein (GFAP) gerichtet und bindet somit spezifisch an das
Intermediarfilament der Gliazellen. Es ist in Abbildung 22 ist zu erkennen, dass den
Kapillaren weiterhin Reste der Gliazell-EndfufRe anhaften. Punktuelle Farbungen
entlang des Kapillarendothels sind somit nicht spezifisch flr den Natrium-abh&ngigen
Glukosetransport an der BHS, sondern dienen der Versorgung der Astroglia.

4.3.2.2. Lokalisation von SGLT1 und SGLT2 in unterschiedlichen Hirnregionen

Da die Lokalisation von SGLT1 und SGLT2 an der BHS bisher nicht genauer definiert
wurde, sollen unterschiedliche Hirnregionen deren Expressionsverteilung zeigen.

Aus diesem Grund wurden vier Regionen ausgewéhlt, aus denen Kapillaren isoliert
und mittels anti-human SGLT1 bzw. SGLT2 Antikérpern angefarbt wurden. Als
Regionen wurden die graue und weil3e Substanz des Grof3hirns, sowie das Kleinhirn

und der Pons einer Kontrollprobe (Person nach plétzlichem Herztod) ausgewahlt.

Abbildung 23 zeigt die Expression von SGLT1. Hierbei ist zu erkennen, dass in den
Regionen des GroB3hirns (I, II) eine Lokalisation von SGLT1 erfolgen kann.
Dahingegend ist dessen Expression im Kleinhirn (Ill) und im Pons (IV) nicht bzw. nur

schwach nachweisbar.

Bei der Detektion von SGLT2 zeigt sich ein anders Expressionsmuster (Abbildung
24). Hier kann eine Lokalisation ebenfalls in der weiRen Substanz (I) dargestellt
werden, sowie eine schwache Expression im Pons (V). Andererseits fehlt SGLT2 in
der grauen Substanz (I1). Im Kleinhirn (1ll) zeigt sich fur SGLT2, wie in der weil3en

Substanz, die starkste Expression.
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Abbildung 23: Lokalisation von SGLT1 in unterschiedlichen Bereichen des menschlichen Gehirns.
1) Weil3e Substanz, Il) Graue Substanz, IIl) Kleinhirn, 1V) Pons. Grine Fluoreszenz zeigt SGLT1, rote Fluoreszenz zeigt VWF. Uberlagerungen (c, f, i, I) zeigt die Kolokalisation von
SGLT1 und VWF (Pfeile).Probe G1_15, Markierung = 40 pm
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Abbildung 24: Lokalisation von SGLT2 in unterschiedlichen Bereichen des menschlichen Gehirns.
1) WeiRe Substanz, I1) Graue Substanz, 1I1) Kleinhirn, IV) Pons. Griine Fluoreszenz zeigt SGLT2, rote Fluoreszenz zeigt vWF. Uberlagerungen (c, f, i, I) zeigt die Kolokalisation von
SGLT2 und vWF (Pfeile). Probe T6_15 Markierung = 40 pm
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4.4. mRNA-Expression von Glukosetransportern im men schlichen Gehirn

4.4.1. Expression nach globalem Sauerstoffmangel

Die mRNA-Expression im menschlichen Gehirn nach einem globalen
Sauerstoffmangel wurde mit Hilfe spezifischer Sonden (siehe Tabelle 7) und dem
gPCR Kit ,Absolute QPCR ROX Mix" (Thermo Fisher Scientific) durchgefuhrt. Dabei
fungiert die Niere als Kontrollgewebe, alle weiteren Proben wurden anhand dieser
kalibriert.

Neben Proben mit globaler Hirnschadigung (Strangulation) wurden ebenfalls Proben
von Verstorbenen nach einer Intoxikation und Erfrieren (Hypothermie) verwendet, da
diese eine é&ahnliche Wirkung auf die Versorgung des Gehirns austben
(Atemlahmung, Blockierung der Zellatmung, Abnahme der Blutversorgung durch
Schwachung des Herz-Kreislaufsystems).
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Abbildung 25: gPCR von GLUT1 spezifischen Sonden im menschlichen Gehirn nach globalem Sauerstoffmangel.
B-Aktin dient als endogene Kontrolle. Alle Proben wurden auf die Expression in der Niere normalisiert.
Die gPCR mit einer spezifischen GLUT1 Sonde erbrachte gute Resultate. Hier
erkennt man in allen Hirngeweben eine starke Expression (Abbildung 25). Einzig in
einer Strangulations-Probe kann kein GLUT1 nachgewiesen werden. Die starkste

Expression lasst sich in Hirngewebe nach einer Hypothermie darstellen.
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Die Ergebnisse fur den Natrium-abhangigen Glukosetransporter SGLT1 zeigen
dahingegen eine geringe Expression in Hirngewebe (Abbildung 26). Es kann hier
ebenfalls kein identisches Expressionsmuster fur Verstorbene nach Strangulation

aufgezeigt werden.
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Abbildung 26: gPCR von SGLT1 spezifischen Sonden im menschlichen Gehirn nach globalem Sauerstoffmangel.
B-Aktin dient als endogene Kontrolle. Alle Proben wurden auf die Expression in der Niere normalisiert.

Ein Trend fir die mRNA-Expression von GLUT1 und SGLT1 in Hirngewebe nach
unterschiedlichen Todesarten mit globaler Hirnschadigung lasst sich somit nicht
feststellen.

Eine Analyse der SGLT2 mRNA zeigt keine auswertbaren Ergebnisse fir humane
Gehirnproben. Hier lasst sich einzig in der Nierenprobe SGLT2 gut nachweisen
(Abbildung 27). Die Detektion in Hirngewebeproben zeigt Signale im Bereich der
Nachweisgrenze, welche ebenfalls erst bei einer Zykluszahl von > 35 Zyklen in der

gPCR signifikant vervielfaltigt werden.
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Abbildung 27: qPCR von SGLT2 spezifischen Sonden im menschlichen Gehirn nach globalem Sauerstoffmangel.
B-Aktin dient als endogene Kontrolle. Alle Proben wurden auf die Expression in der Niere normalisiert.
Aufgrund der unzureichenden Ergebnisse fir SGLT1 und SGLT2 wurde auf weitere
Experimente mit kommerziellen Sonden verzichtet. Die Expression von GLUT1 ist
langst bekannt, aus diesem Grund wurde sich fur g°PCR Versuche mit Primern auf
die Natrium-abhangigen Glukosetransporter und deren Lokalisierung im

menschlichen Gehirn fokussiert.

4.4.2. mRNA-Expression in unterschiedlichen Hirnregionen

Die im vorhergehenden Abschnitt 4.4.1 gezeigten Signale wurden mittels
spezifischen Sonden (siehe Tabelle 7) und dem gPCR Kit ,Absolute QPCR ROX Mix*
(Thermo Fisher Scientific) durchgefihrt. Diese Methode ergab, im Gegensatz zu der
Analyse des Glukosetransporters GLUT1, keine auswertbaren Ergebnisse fir die
Natrium-abhangigen Glukosetransporter SGLT1 und SGLT2. Auch eine
vorhergehende Pra-Amplifikation der cDNA mit Hilfe des TagMan PreAmp MasterMix
erzielte keine besseren Erfolge.

Aus diesem Grund wurde fur diese zwei Transporter die Methode veréndert und die
gPCR mit selbst designten Primern (siehe Tabelle 8) und dem gPCR Kit ,PowerUp
Sybr Green Master Mix* (Thermo Fisher Scientific) durchgefihrt.
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Der Ansatz fur den Master Mix und das gPCR-Programm sind der Tabelle 15 und
Tabelle 16 zu entnehmen.

Zur Kontrolle der Amplifikate wurde eine Schmelzkurve an die gPCR angeschlossen
(siehe Tabelle 17). Diese zeigt eine einheitliche Kurve, sodass von einem einzigen
PCR-Produkt auszugehen ist (Abbildung 28).

Tempersture (°C) Temperstire ('C) Temperature (¥ =)

Abbildung 28: qPCR Schmelzkurve der verwendeten Primerpaare.
a) SGLT1 Primerpaar; b) SGLT2 Primerpaar; c) B-Aktin Primerpaar
Als endogene Kontrolle dient das Haushaltsgen (3-Aktin. Die Primer wurden hierfur
aus der Literatur entnommen, um deren Spezifitat sicherzustellen. Ein Test der B-
Aktin-Amplifikate zeigte ebenfalls eine reine Schmelzkurve (Abbildung 28, c).
Es wurden mRNA-Proben von unterschiedlichen Regionen des menschlichen
Gesamthirns nach globalem und lokalem Trauma, sowie isolierten Hirnkapillaren
eines Verstorbenen mit traumatisiertem Hirngewebe auf die Expression von SGLT1
und SGLT2 mRNA untersucht.

In Abbildung 29 und Abbildung 30 ist die Expression von SGLT1 und SGLT2 in

menschlichem Hirngewebe nach globaler Schadigung aufgezeigt.
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Abbildung 29: SGLT1 mRNA-Expression in humanem Gehirngewebe nach globalem Trauma.
gPCR mit SGLT1 spezifischen Primern, 3-Aktin dient als endogene Kontrolle. Alle Proben wurden auf die Expression im
Gesamthirn normalisiert.
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Abbildung 30: SGLT2 mRNA-Expression in humanem Gehirngewebe nach globalem Trauma.
gPCR mit SGLT2 spezifischen Primern, 3-Aktin dient als endogene Kontrolle. Alle Proben wurden auf die Expression im
Gesamthirn normalisiert.
Anhand der Wiederholung der gPCR mit spezifischen Primern kann die Detektion der
SGLT1 und SGLT2 mRNA-Expression verbessert werden. Man kann fur beide
Transporter die starkste Expression in der Region des Pons erkennen. SGLT1 lasst
sich ebenfalls stark im Grof3hirn und im Kleinhirn lokalisieren, wéhrend SGLT2 nur
schwach in diesen beiden Regionen vorkommt. In den Kontrollen der Niere und des
Dunndarms kdnnen wiederum beide Transporter detektiert werden, wobei die Niere

fur beide schwacher dargestellt ist.
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Die Verbesserung der Detektion sollte im Folgenden ebenfalls fir Hirngewebe nach
lokaler Schadigung demonstriert werden. Weiterhin soll der Expressionsunterschied
im Gesamthirngewebe und an der Hauptkomponente der Blut-Hirn-Schranke, den

isolierten Kapillaren, dargestellt werden.

In Abbildung 31 lasst sich erkennen, dass die SGLT1 mRNA-Konzentration in
Kapillaren durchschnittlich hoher ist als in Gesamthirnproben ist. Dabei zeigt das
Kleinhirn fur beide Probenvarianten die hoéchste mRNA-Konzentration. Das
Traumagewebe (Contusional, cs) zeigt eine stark erniedrigte Expression gegenuber
dem gesunden Grol3hirngewebe (Contralateral, cl) in den Kapillaren. Im Gesamthirn

ist dieses Ergebnis umgekehrt.
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Abbildung 31: SGLT1 mRNA-Expression in humanem Gehirngewebe nach lokalem Trauma.
(Helllila - Gesamthirn, Dunkellila - Kapillare); gPCR mit SGLT1 spezifischen Primern, B-Aktin dient als endogene Kontrolle
cl — Contralateral, cs — Contusional. KH — Kleinhirn, N — Niere, DD — Diinndarm
Alle Proben wurden auf die Expression im Gesamthirn cl normalisiert.
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In Abbildung 32 ist die SGLT2 mRNA-Expression abgebildet. Die Proben wurden
hierbei ebenfalls auf die Expression des Gesamthirns normalisiert. Es zeigt sich,
dass die Kapillaren durchschnittlich eine niedrigere mMRNA-Expression aufweisen.
Ubereinstimmend mit SGLT1 ist die starkste Expression im Kleinhirn vorhanden,
wobei auch der Pons eine hohe Expressionsstarke im Gesamthirnlysat und den
Kapillaren aufweist. Auch im gesunden GrolRhirngewebe (cl) wird SGLT2 deutlich
exprimiert. Die Traumaregion (cs) unterscheidet sich wiederum zwischen Gesamthirn
und Kapillare, jedoch ist in beiden Fallen eine erniedrigte Expression im Vergleich

zum gesunden Bereich detektierbar.
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Abbildung 32: SGLT2 mRNA-Expression in humanem Gehirngewebe nach lokalem Trauma.
(Helllila - Gesamthirn, Dunkellila - Kapillare); gPCR mit SGLT1 spezifischen Primern, 3-Aktin dient als endogene Kontrolle.
cl — Contralateral, cs — Contusional. KH — Kleinhirn, N — Niere, DD — Dinndarm
Alle Proben wurden auf die Expression im Gesamthirn cl normalisiert.

Allgemein lasst sich feststellen, dass SGLT2 eine schwachere mRNA-Expression als
SGLT1 im Gehirn von Verstorbenen nach lokaler Hirnschadigung aufweist. Auch bei
Verstorbenen nach globaler Hirnschadigung ist dieses Phanomen zu erkennen.

Jedoch unterscheidet sich hier die Expression im Pons von SGLT2 gravierend

gegenuber der SGLT1 mRNA-Expression.
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45. Proteinexpression von Glukosetransportern im m enschlichen Gehirn

4.5.1. Expression nach globalem Sauerstoffmangel

Todesursachen wie Ersticken, Strangulation und Ertrinken haben durch den
entstehenden Sauerstoffmangel primar Hypoxieschaden des Gehirns zur Folge. Die
Uberlebenszeit betragt hierbei meist nur wenige Minuten, das Hirngewebe hat somit
nur eine kurze Zeitspanne zu reagieren. Diese Todesursachen sind ein interessanter
Anhaltspunkt zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Sekundérmechanismen im
Gehirn im Minutenbereich. Der Sauerstoffmangel betrifft hierbei das ganze Gehirn
(global) und ist nicht auf einzelne Regionen beschrankt (lokal), eine Kontrollregion ist
somit fur einzelne Proben nicht vorhanden. Aus diesem Grund dient als
Kontrollgruppe eine Hirnprobe von relativ unbeeinflussten Patienten, mit

Todesursachen wie z. B. Myokardinfarkt.

Fur die Untersuchung der Expression von SGLT1, SGLT2 und GLUT1 nach einem
globalen Sauerstoffmangel wurden Hirnproben von fiunf Verstorbenen nach
Strangulation (PMI 1 — 3 d) und drei Verstorbenen nach Ersticken (PMI 4d)
untersucht in den Western Blot eingesetzt. Als Kontrolle diente das Gehirn- und
Nierengewebe von Verstorbenen nach plotzlichem Herztod. Hierbei wurde die
Expression anhand des physiologischen Hirngewebes normalisiert, diese betragt
somit fur alle getesteten Targets den Wert von 1.

Kontrolle Strangulation Ersticken
<O X
Q‘{‘\\‘ 2 °-¥>°’°
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Abbildung 33: Western Blot zur Detektion von GLU1 in humanem Gehirngewebe nach globalem Sauerstoffmangel.
Physioloisches Hirn- und Nierengewebe dient als Kontrolle, als Ladekontrolle dient das Haushaltsgen B-Aktin. Die PMI ist
bei gleichen Todesursachen zuséatzlich in Tagen angegeben, Marker wird in kDa angegeben
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Abbildung 34: GLUT1 Proteinexpression im menschlichen Gehirn nach Sauerstoffmangel.
Die PMI ist bei gleichen Todesursachen zusatzlich in Tagen angegeben. GroRhim- und Nierenproben von Myokardinfarkt-
Fallen dienen als physiologische Kontrolle. Die Proteinexpression ergibt sich aus der Division der erhaltenen IDV-Werte
von GLUT1 und dem Haushaltsgen B-Aktin.
In Abbildung 34 lasst sich erkennen, dass GLUT1 im Kontrollgewebe der Niere wie
erwartet am starksten exprimiert wird. Die Detektion von GLUT1 im Western Blot
(Abbildung 33) gestaltet sich allgemein als schwierig, es lasst sich jedoch fur alle
Proben eine eindeutige Bande bei ca. 45 kDa erkennen.
Weiterhin ist zu erkennen, dass GLUT1 die starkste Expression in dem
physiologischen Gewebe aufweist. Es lagen funf Proben von Strangulationsopfern
vor, welche eine PMI von 1 d bis 3 d vorwiesen. Hierbei lasst sich erkennen, dass die
Expression von GLUTL1 in Abhangigkeit von der PMI leicht absinkt. Einzig bei einer
PMI von 1 d ist die Probe leicht erniedrigt. Ein merklicher Unterschied zwischen den
Erstickungsproben (PMI 4d) und Strangulationsproben ab einer PMI von 3d kann

nicht erkannt werden.
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Bei der Expressionsanalyse von SGLT1 (Abbildung 35, Abbildung 36) und SLT2
(Abbildung 37, Abbildung 38) lasst sich dagegen die starkste Expression nicht in dem
Kontrollgewebe darstellen. Es lasst sich hier kein Trend erkennen, jedoch nimmt die

Expressionsstarke fir beide Transporter mit fortschreitender PMI (= 2d) im

Durchschnitt leicht ab.
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Abbildung 35: Western Blot zur Detektion von SGLT1 in humanem Gehirngewebe nach globalem Sauerstoffmangel.
Physioloisches Hirn- und Nierengewebe dient als Kontrolle, als Ladekontrolle dient das Haushaltsgen B-Aktin. Die PMI ist
bei gleichen Todesursachen zuséatzlich in Tagen angegeben, Marker wird in kDa angegeben
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Abbildung 36: SGLT1 Proteinexpression im menschlichen Gehirn nach Sauerstoffmangel.
Die PMI ist bei gleichen Todesursachen zusétzlich in Tagen angegeben. Gro3hirn- und Nierenproben von Myokardinfarkt-
Fallen dienen als physiologische Kontrolle. Die Proteinexpression ergibt sich aus der Division der erhaltenen IDV-Werte
von SGLT1 und dem Haushaltsgen B-Aktin.
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Ein Unterschied zwischen SGLT1 und SGLT2 liegt in dem Molekulargewicht der
detektierten Proteine. Wahrend SGLT1 bei 100 kDa nachgewiesen werden kann,
liegt der Transporter SGLT2 bei ca. 70 kDa. Fiur die Niere ergibt sich bei beiden

Transmembranproteinen ein Molekulargewicht von 100 kDa.
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Abbildung 37: Western Blot zur Detektion von SGLT2 in humanem Gehirngewebe nach globalem Sauerstoffmangel.
Physioloisches Hirn- und Nierengewebe dient als Kontrolle, als Ladekontrolle dient das Haushaltsgen B-Aktin. Die PMI ist
bei gleichen Todesursachen zusétzlich in Tagen angegeben, Marker wird in kDa angegeben
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Abbildung 38: SGLT2 Proteinexpression im menschlichen Gehirn nach Sauerstoffmangel.
Die PMI ist bei gleichen Todesursachen zusétzlich in Tagen angegeben. Gro3hirn- und Nierenproben von Myokardinfarkt-
Fallen dienen als physiologische Kontrolle. Die Proteinexpression ergibt sich aus der Division der erhaltenen IDV-Werte
von SGLT2 und dem Haushaltsgen B-Aktin.
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4.5.2. Expression nach lokalem Sauerstoffmangel

Anders als bei einem globalen Sauerstoffmangel kann die Uberlebenszeit bei lokalen
Schadigungen von wenigen Minuten bis hin zu mehreren Wochen betragen. Das
Hirngewebe hat somit einige Zeit um Sekundarschaden entgegenzuwirken.

Um physiologische Reaktionen im Gehirn nach einer Traumatisierung zu
untersuchen sind diese Todesursachen ein interessanter Anhaltspunkt. Der
Sauerstoffmangel betrifft hierbei nur eine kleine Region des Gehirns (lokal,
contusionales/cs Gewebe). Eine Kontrollregion ist somit fiir einzelne Proben im
gegenuberliegenden Hirnbereich (contralaterals/cl Gewebe) vorhanden.

In Anhang Nr. I, Abschnitt II-1V, sind die zu untersuchenden Proben aufgelistet. Es
konnte hierbei eine Uberlebenszeitspanne von Oh (sofortiger Tod nach
Traumatisierung) bis hin zu 72h und sogar 121d (Verstarb nach frustraner

Rehabilitation eines SHT) untersucht werden.

a Kontrolle +0h +0h +3h +3h +7h
GH N cl cs ¢l c¢cs cl cs cl cs cl cs

GLUT1 A
SR T T

R-AKEIN  cm———

b Kontrolle +20,5h +37h +52h +72h +121d
GH N cl cs c cs cl c¢s cl cs cI cs

Y wegeaces

B-AKHN i s e m—————————————

Abbildung 39: Western Blot zur Detektion von GLUT1 in humanem Gehirngewebe nach lokalem Sauerstoffmangel.
+ xh — SHT mit x h Uberlebenszeit nach Trauma; cl — contralaterale Hirnregion, cs — contusionale Hirnregion
Als physiologische Kontrolle dient Gewebe von Verstorbenen nach plétzlichem Herztod, GroRRhirn (GH) und Niere(N)
B-Aktin dient als Ladekontrolle, Marker wird in kDa angegeben

GLUT1
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Die Expressionsdnderung von GLUT1 nach einer traumatisch bedingten
Hirnverletzung zeigt keine signifikanten Anderungen. Die Expressionsstarke
schwankt in Abhangigkeit der jeweiligen Probe und lasst keine genaue Folgerung auf
die Uberlebenszeit und somit auch auf die Traumazeitpunktentstehung schlieRen
(Abbildung 39).

Dagegen sieht man fur die SGLT1-Expression eine deutliche Schwankung in
Abhéngigkeit der Uberlebenszeit (Abbildung 40). Wahrend in der Kontrollregion kaum
SGLT1 nachgewiesen werden kann, steigt deren Expression ab 20,5h
Uberlebenszeit an und zeigt dessen Hohepunkt bei 72 h Uberlebenszeit. Vor allem
im contusionalen Gewebe zeigt sich eine verstarkte Expression im Gegensatz zu der

dazugehdorigen contralateralen Hirnseite.

a Kontrolle +0h +0h +3h +3h +7h
GH N cl cs ¢ ¢cs ¢ cs c cs cl cs

SGLT1

b Kontrolle +20,5h +37h +52h +72h 121d
GH N cl cs ¢ cs ¢ ¢cs c ecs «cl cs

SGLT1 |

7 L

Jog

B-Aktin A — R — — . — T o _— —

Abbildung 40: Western Blot zur Detektion von SGLT1 in humanem Gehirngewebe nach lokalem Sauerstoffmangel.
+ xh — SHT mit x h Uberlebenszeit nach Trauma; cl — contralaterale Hirnregion, cs — contusionale Hirnregion
Als physiologische Kontrolle dient Gewebe von Verstorbenen nach plétzlichem Herztod, Niere(N)

-Aktin dient als Ladekontrolle, Marker wird in kDa angegeben
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Fur SGLT2 konnte ein &hnlicher Expressionsverlauf nachgewiesen werden
(Abbildung 41). In der Kontrolle, sowie in den traumatisierten Proben bis 3 h
Uberlebenszeit zeigt sich nur eine schwache SGLT2-Expression. Ab 7h
Uberlebenszeit steigt die Konzentration des 75 kDa SGLT2 Isomeres. Ein Anstieg
beider Formen (100 kDa und 75 kDa) ist ab 20,5 h Uberlebenszeit zu verzeichnen.
Die starkste Expression fiir SGLT2 zeigt sich wiederum nach 72 h Uberlebenszeit im

contusionalen Gewebe als 100 kDa Isoform.

a Kontrolle +0h +0h +3h +3h +7h
GH N cl cs ¢ c¢s cl c¢s cl cs cl cs
selT2 T

-

oy

3-Aktin - —

b Kontrolle +20,5h +37h +52h +72h +121d
GH N cl cs cl cs ¢l c¢s cl cs cl cs
seLT2 T -l ., B 13'»
& 70 =g 2B Z p %7
® 55 , T !
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Abbildung 41: Western Blot zur Detektion von SGLT2 in humanem Gehirngewebe nach lokalem Sauerstoffmangel.
+ xh — SHT mit x h Uberlebenszeit nach Trauma; cl — contralaterale Hirnregion, cs — contusionale Hirnregion
Als physiologische Kontrolle dient Gewebe von Verstorbenen nach plétzlichem Herztod, Grof3hirn (GH) und Niere(N)
-Aktin dient als Ladekontrolle, Marker wird in kDa angegeben

Es ist zu erkennen, dass sich die dargestellten Isoformen von SGLT1 und SGLT2
voneinander unterscheiden. Wahrend SGLT1 durchgehend bei einem
Molekulargeweicht von 100 kDa nachgewiesen werden kann, liegt SGLT2 bei
100 kDa und ca. 75 kDa vor. In dem Kontrollgewebe der Niere zeigt sich dagegen
einzig eine 100 kDa Isoform fur SGLT1 und SGLT2.
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4.6. Statistische Bewertung der Expression nach lok aler Schadigung

Die statistische Bewertung der Expression der Glukosetransporter im menschlichen
Gehirn erfolgt mit dem Statistikprogram ,IBM SPSS Statistica 23'. Fur SGLT1 und
SGLT2 konnten im Western Blot jedoch unterschiedliche Isoformen nachgewiesen
werden konnte, welche sich in der Expressionsstarke in den einzelnen Proben
unterschieden. FiUr die Berechnung der Expressionswerte wurden die IDV-Werte
beider Isoformen zusammengerechnet und auf einen Wert anhand der Ladekontrolle
B-Aktin normalisiert.

In der Abbildung 42, Abbildung 43 und Abbildung 44 sind die normalisierten Werte
aller ausgewerteten Proben fur GLUT1, SGLT1 und SGLT2 als Mittelwerte £ SEM in
dargestellt. Signifikante Unterschiede der Proben zu dem Kontrollgewebe ist mit

einem Stern (*) gekennzeichnet.

4.6.1. Datenanalyse der GLUT1-Daten

Die Anzahl der zu testenden Stichproben beinhaltet 8 Zeitpunkte, sowie eine
Kontrolle (Mittelwert der Stichprobengrof3e = 13,5). Dabei sind die enthaltenen IDV-
Werte pro Gruppe gemald dem Kolmogorov-Smirnov-Test normalverteilt (p > 0.05).
Weiterhin schliel3t der Test nach Levene eine Varianzhomogenitat aus (p < 0.05). Die
Analyse folgt somit mit einem nicht-parametrischen Test (Welch-Anpassung des
ANOVA). Dieser zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 42: GLUT1 Proteinexpression im menschlichen Gehirn nach lokaler Schadigung (SHT).
xh — SHT mit x h Uberlebenszeit nach Trauma; cl — contralaterale Hirnregion, cs — contusionale Hirnregion
Grof3hirn- und Nierenproben von Myokardinfarkt-Féallen dienen als physiologische Kontrolle. Die Proteinexpression ergibt
sich aus der Division der erhaltenen IDV-Werte von GLUT1 und dem Haushaltsgen B-Aktin.
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Fur die Expression von GLUT1 in Proben mit traumatisierter Hirnschadigung ergeben
sich somit keine signifikanten Unterschiede zu dem Kontrollgewebe (Gehirngewebe,
Myokardinfarkt).

4.6.2. Datenanalyse der SGLT1-Daten

Die Anzahl der zu testenden Stichproben beinhaltet 8 Zeitpunkte, sowie eine
Kontrolle (Mittelwert der Stichprobengrof3e = 16,1). Dabei sind die enthaltenen IDV-
Werte pro Gruppe gemald dem Kolmogorov-Smirnov-Test normalverteilt (p > 0.05).
Weiterhin schliel3t der Test nach Levene eine Varianzhomogenitat aus (p < 0.05). Die
Analyse folgt somit mit einem nicht-parametrischen Test (Welch-Anpassung des
ANOVA). Dieser zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
(p <0.05). Aus diesem Grund wird ein tieferer Einblick in die Unterschiede der
traumatisierten Proben (Contusional) und der Kontrolle (GrofRhirn) mittels t-test
durchgefuhrt. Hierbei lasst sich nachweisen, dass die traumatisierte Hirnprobe nach
0, 7, 20.5 und 52 Stunden Uberlebenszeit einen signifikanten Unterschied zu der
Kontrollprobe aufweist (p[Oh] = 0,042, p[7h] = 0,024, p[20.5h] =0,025,
p[52h] = 0,023). Die traumatisierte Probe nach 72 Stunden Uberlebenszeit besitzt
Uberdies einen héchst signifikanten Unterschied zu der Kontrolle (p[72h] = 0,001).
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Abbildung 43: SGLT1 Proteinexpression im menschlichen Gehirn nach lokaler Schadigung (SHT).
xh — SHT mit x h Uberlebenszeit nach Trauma; cl — contralaterale Hirnregion, cs — contusionale Hirnregion
Grof3hirn- und Nierenproben von Myokardinfarkt-Féllen dienen als physiologische Kontrolle. Die Proteinexpression ergibt
sich aus der Division der erhaltenen IDV-Werte von SGLT1 und dem Haushaltsgen 3-Aktin.
*p<0.05, ** p<.01, *** p<.001

Fur die Expression von SGLT1 in allen weiteren Proben mit traumatisierter
Hirnschadigung ergibt sich kein signifikanter Unterschied zu dem Kontrollgewebe
(Gehirngewebe, Myokardinfarkt).
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4.6.3. Datenanalyse der SGLT2-Daten

Die Anzahl der zu testenden Stichproben beinhaltet 8 Zeitpunkte, sowie eine
Kontrolle (Mittelwert der Stichprobengrof3e = 47,5). Dabei sind die enthaltenen IDV-
Werte pro Gruppe gemald dem Kolmogorov-Smirnov-Test normalverteilt (p > 0.05).
Weiterhin schlief3t der Test nach Levene eine Varianzhomogenitét aus (p < 0.05). Die
Analyse folgt somit mit einem nicht-parametrischen Test (Welch-Anpassung des
ANOVA). Dieser zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
(p <0.05). Aus diesem Grund wird ein tieferer Einblick in die Unterschiede den
traumatisierten Proben (Contusional) und der Kontrolle (Grof3hirn) mittels t-test
durchgefuhrt. Hierbei lasst sich nachweisen, dass die traumatisierte Hirnprobe nach
7, 52 und 72 Stunden Uberlebenszeit einen hoch signifikanten Unterschied zu der
Kontrollprobe aufweist (p[7h] = 0,009, p[52h] = 0,007, p[72h] = 0,004).
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Abbildung 44: SGLT2 Proteinexpression im menschlichen Gehirn nach lokaler Schadigung (SHT).
xh — SHT mit x h Uberlebenszeit nach Trauma; cl — contralaterale Hirnregion, cs — contusionale Hirnregion
Grof3hirn- und Nierenproben von Myokardinfarkt-Fallen dienen als physiologische Kontrolle. Die Proteinexpression ergibt
sich aus der Division der erhaltenen IDV-Werte von SGLT2 und dem Haushaltsgen B-Aktin.
*p<0.05, ** p<.01, *** p<.001
Fur die Expression von SGLT2 in allen weiteren Proben mit traumatisierter
Hirnschadigung ergibt sich kein signifikanter Unterschied zu dem Kontrollgewebe

(Gehirngewebe, Myokardinfarkt).
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4.7. Expressionsverlauf von Glukosetransportern im menschlichen Gehirn

nach lokaler Schadigung

Aus den berechneten Mittelwerten der Expression von GLUT1, SGLT1 und SGLTZ2 in
traumatisierten Gewebeproben lasst sich ein Expressionsverlauf in Abhangigkeit der
Uberlebenszeit darstellen (Abbildung 45). Zur besseren Darstellung der
Expressionsunterschiede zwischen traumatisierten (Contusional, rot) und nicht-
geschadigtem (Contralateral, blau) Gewebe wurde flir beide Regionen ein

Liniendiagramm der Datenpunkte erstellt.

Es zeigt sich ein Expressionstrend wie unter Absatz 4.5.2 beschrieben. In den
abgebildeten Diagrammen ist nun verdeutlicht, dass GLUT1 nach einer
Traumatisierung nahezu unbedeutend ansteigt. Dahingegend sieht man fir SGLT1
einen deutlichen Anstieg der Proteinkonzentration in dem contusionalen Gewebe
nach 72 Stunden Uberlebenszeit, bevor dies wieder auf deren physiologischen Wert
sinkt. Dieser Konzentrationsanstiegt fallt fir SGLT2 deutlich geringer aus. Jedoch ist
auch hier eine erhohte Konzentration bei einer Uberlebenszeit von 72 Stunden im

contusionalen Gewebe erkennbar.
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Abbildung 45: Expressionsverlauf der Glukosetransporter in Hirngewebeproben

Darstellung der ausgewerteten Proteinexpression in Abhangigkeit der Uberlebenszeit nach einer Traumatisierung im
Liniendiagramm zur Veranschaulichung der Expressionsanderung (contralateralen-blau, contusionalen-rot)
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4.8. Lokalisation von SGLT1 und SGLT2 in unterschie dlichen Hirnregionen

4.8.1. Lokalisation im menschlichen Gesamthirn

Die Lokalisation von SGLT1 und SGLT2 soll nun neben der immunhistologischen
Analyse (siehe Abschnitt 4.3.2.2, S. 63) ebenfalls im Western Blot untersucht
werden.

Es wurden erneut vier Regionen des Gesamthirns ausgewahlt, aus denen
Proteinisolate angefertigt wurden. Diese wurden anschlieRend mittels anti-human
SGLT1 bzw. SGLT2 Antikorpern angefarbt. Als Regionen wurde die graue und weil3e
Substanz des GroR3hirns (GS, WS), sowie das Kleinhirn (KH) und der Pons (Po) einer
Kontrollprobe (Person nach plotzlichem Herztod), sowie einer traumatisierten Probe
(Kopfschuss) ausgewahlt. Als Kontrolle diente hierbei ebenfalls eine

Nierengewebsprobe.

Es lasst sich sowohl fur SGLT1, als auch fir SGLT2 erkennen, dass in der
Kontrollprobe nur wenig SGLT-Protein exprimiert wird (Abbildung 46 und Abbildung
47, a). Die starkste Detektion lasst sich fur beide im Bereich des Pons bei einem
Molekulargewicht von 55 kDa feststellen. Das Nierengewebe zeigt ebenfalls in

beiden Proben eine starke Expression bei 100 kDa.

a b
GS WS Po KH N cs GS WS Po KH N
e TS w
SGLT1 100 ! ' 100 .
70 p— _ 70 iy
55 - 55
B-Aktin Ve an -

Abbildung 46: Western Blot zur Detektion von SGLT1 in unterschiedlichen Hirnregionen.

Analyse von Proteinisolaten aus unterschiedlichen Regionen des Gesamthirns. a) Kontrollprobe (Myokardinfarkt); b)
Traumatisierte Hirnprobe (Kopfschuss); cs — Contusional / traumatisiertes Gewebe GS — graue Substanz, WS — weil3e
Substanz, Po — Pons, KH — Kleinhirn, N — Niere
B-Aktin dient als Ladekontrolle, Marker wird in kDa angegeben
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Die Lokalisation von SGLT1 in einer Probe mit traumatisch bedingter
Hirnveranderung zeigt sich im contusionalen Gewebe als starkste Expression
(Abbildung 46, b). In unbeschadigten Geweberegionen (Contralateral; GS, WS, KH
und Po) nimmt die Expression deutlich ab. In allen Regionen ist die Expression von
SGLT1 bei einem Molekulargewicht von 100 kDa zu erkennen, jedoch kommt das

Protein in unbeschadigtem Gewebe ebenfalls in einer Gréf3e von ca. 75 kDa vor.

a b
GS WS Po KH N cs GS WS Po KH N
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Abbildung 47: Western Blot zur Detektion von SGLT2 in unterschiedlichen Hirnregionen.
Analyse von Proteinisolaten aus unterschiedlichen Regionen des Gesamthirns. a) Kontrollprobe (Myokardinfarkt); b)
Traumatisierte Hirnprobe (Kopfschuss); cs — Contusional / traumatisiertes Gewebe GS — graue Substanz, WS — weile

Substanz, Po — Pons, KH — Kleinhirn, N — Niere
B-Aktin dient als Ladekontrolle, Marker wird in kDa angegeben

55
R-Aktin

Die Lokalisation von SGLT2 zeigt dhnliche Expressionsmuster (Abbildung 47, b). In
der traumatisierten Region ist eine Expression ebenfalls bei 100 kDa anzutreffen,
wéahrend sich diese in den unbeschéadigten Geweberegionen bei 100 kDa und
75 kDa zeigt. Die schwachste Expression ist dabei in Regionen des Kleinhirns und

des Pons zu erkennen.
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4.8.2. Lokalisation in menschlichen Hirnkapillaren

Die Analyse der SGLT-Lokalisation erfolgt anschlielend ebenfalls fir isolierte
Hirnkapillaren. Da in Proteinlysaten des Gesamthirns die starkste Expression fir
SGLT1 und SGLT2 in Bereichen des geschadigten Gewebes, sowie der grauen und
weilden Substanz zu erkennen ist, wurden diese fur eine weitere Analyse genutzt.

In Abbildung 48 zeigt sich die Lokalisation von SGLT1 (a) und SGLT2 (b) in

Proteinlysaten isolierter Hirnkapillaren.

sGLT 100 100

70 ~— o 70
55 — - 55

' L  c————— R w——
R-Aktin .

Abbildung 48: Western Blot zur Detektion von SGLT in Kapillaren unterschiedlicher Hirnregionen.
Analyse von Proteinisolaten aus unterschiedlichen Regionen isolierter Kapillare. a) Detektion von SGLT1; b) Detektion von
SGLT2; cs — Contusional / traumatisiertes Gewebe GS — graue Substanz, WS — weilRe Substanz, N — Niere
B-Aktin dient als Ladekontrolle, Marker wird in kDa angegeben

Hierbei kann man feststellen, dass sich das Molekulargeweicht in Kapillaren deutlich
von der Gro3e im Gesamthirn unterscheidet. Hier zeigt sich das Protein als 75 kDa

und 55 kDa grofR3e Isoform.

In der grauen Substanz lasst sich nur eine geringe Expression darstellen. Die
starkste Lokalisation beider Isoformen findet sich sowohl fir SGLT1, als auch SGLT2
in der weil3en Substanz. Diese Ergebnisse unterscheiden sich deutlich von der
Expression im Gesamthirngewebe. Jedoch koénnen diese Resultate in der
immunbhistologischen Lokalisation in Hirnkapillaren (siehe Abschnitt 4.3.2.2, S. 63)
dupliziert werden. Hier ist eine Expression von SGLT2 ebenfalls kaum in der grauen
Substanz zu finden (Abbildung 24), die schwache SGLT1-Expression in dieser

Region kann immunhistologisch jedoch deutlicher dargestellt werden (Abbildung 23).

Seite 87



Diskussion

5. Diskussion

5.1. Hirnevolution und Phylogenese der Natrium-abha ngigen

Glukosetransporter

Die Evolutionstheorie des Gehirn ,Triune Brain Theory“ nach Dr. Paul D. MacLean
aus dem Jahr 1973 besagt, dass das Primatengehirn in drei Evolutionsstufen
entstanden ist (MacLean und Kral 1973, siehe Abbildung 49).

Abbildung 49: Die Entwicklungsstadien des Gehirns nach Dr. P. MacLean

Die erste Stufe begann vor ca. 500 Millionen Jahren, hier entwickelte sich in
Amphibien das primitive Gehirn, auch Reptiliengehirn genannt (blaue Region).
Anschlielend begann die Entwicklung des Paleomammalischen Gehirns (Limbische
System, grine Region) in kleinen Saugern vor ca. 150 Millionen Jahren. Die
Ausbildung des Neomammalischen Gehirns (Neocortex, orangener Bereich) in
Primaten bildet die letzte Entwicklungsstufe. Diese erfolgte vor rund 2 — 3 Millionen
Jahren. Die Lokalisation der Natrium-abhé&ngigen Glukosetransporter zeigen, dass
SGLT1 und SGLT2 in Regionen des Pons sowohl auf mRNA-, als auch auf
Proteinebene exprimiert werden (Abschnitte 4.3.2.2, 4.4.2und 4.8). Diese Hirnregion
entstand in der ersten Entwicklungsstufe, dem sog. Primitiven Gehirn. Hierdurch stellt
sich die Frage, ob diese Natrium-abhangigen Glukosetransporter ebenfalls vor ca.
500 Millionen Jahren vorhanden waren und ob die Phylogenie von

Kleinstorganismen bis hin zum Menschen darzulegen ist.
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Durch  bioinformatische  Untersuchung der Proteinsequenzen  bekannter
Glukosetransporter  und Natrium-abhangiger  Glukosetransporter  kbnnen
Ruckschlisse auf die Phylogenese der SGLTs geschlossen werden.

Der erzeugte Stammbaum der Proteinsequenzen aller Glukosetransporter der SLC2-
und SLC5-Genfamilie lasst darauf schlie3en, dass die Transporter der SLC5-Familie
in dem frihen Stadium der Hirnentwicklung, dem primitiven Gehirn, entstanden sind
(Abbildung 9, Abbildung 10). Die Phylogenie der SLC5 Transporter (SGLTS) ist
demnach rund 500 Millionen Jahre alt. Demnach besitzen SGLT1 und SGLT2 schon
in frithen Organismen eine Funktion fur den Transport von Glukose. Die Evolution
kann von dem einzelligen Bakterium Alpha-Proteobakterium Q1 bis zu hoéher

entwickelten Spezies wie den Grofl3affen und dem Menschen nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Natrium-abhangigen
Glukosetransporter nicht aus den Glukosetransportern der SLC2-Familie entwickelt
haben. Die Proteine der Transporter SGLT1 findet sich schon in friihen Organismen
wie dem Alpha-Proteobakterium Q1, sowie den hoéher entwickelten Spezies Ciona
intestinalis (Schlauchascidie, Evolution vor ca. 500 Millionen Jahren, Huxley-Jones et
al. 2007) und der Hirschzecke (Evolution vor ca. 300 Millionen Jahre; Cornman et al.
2010). SGLT2 wurde in Strongylocentrotus purpuratus (Seeigel, Evolution vor ca. 65
Millionen Jahren, Maxson et al. 1987) beschrieben. Ob SGLT2 ebenfalls in friheren
Organismen vorhanden war lasst sich nur anhand des Stammbaumes darlegen. Da
die Untersuchung dieses Transporters erst in der letzten Zeit zunahm, liegen hierzu
weniger Ergebnisse und Verdéffentlichungen vor, wie zu dem Transporter SGLT1.
Erst Veroffentlichungen zu unterschiedlichen Affenspezies koénnen eine

gemeinsame, parallele Evolution anhand der Proteinsequenz darlegen (Tabelle 18).
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5.2. Spezifitit der verwendeten Antikdrper und Prim er

In der vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erwerbliche Antikdrper verwendet.

Es ist bekannt, dass der Transporter GLUT1 im menschlichen Gehirn lokalisiert ist
(Pardridge et al. 1990; Farrell und Pardridge 1991; Vannucci et al. 1998), weiterhin
ist der anti-human GLUT1 Antikorper seit vielen Jahren auf dem Markt und von
diversen Arbeitsgruppen erforscht. In dieser Arbeit wird die Lokalisation von GLUT1
reproduziert, eine neue Darstellung des Expressionsmusters erfolgt nicht. Somit kann
auf einen erneuten Spezifitatstest dieses Antikérpers verzichtet werden. Da sich die
Detektion von SGLT1 und SGLT2 als schwerféllig gestaltet und trotz selbst-designten
Antikérpern zu falsch-positiven Ergebnisse gefihrt hat (Saboli¢ I. et al. 2006; Balen
et al. 2008), erfolgt ein Spezifitatstest fur die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
anti-human SGLT1 und SGLT2 Antikérper.

Zuerst sollte dies mittels Transfektion einer humanen Zelllinie mit SGLT1 und SGLT2
SiRNA stattfinden. Hierbei ergab sich das Problem einer ungentigenden Transfektion
der humanen Zelllinien CaCo-2 und HK-2. Aus diesem Grund wurde auf die leicht zu
transfizierende Zelllinie HEK293 zuriickgegriffen. Da deren Ursprung das embryonale
Nierenendothel ist, ist davon auszugehen, dass sowohl SGLT1 als auch SGLT2 im
physiologischen Zustand exprimiert werden. Die erfolgreiche Transfektion wurde mit
Hilfe des Kontrollproteins DSG2 bestatigt. Versuche mit einem SGLT1 Antikorper der
Firma Abcam zeigen, dass die Expression mittels SGLT1 siRNA signifikant verringert
werden konnten. FUr SGLT2 zeigte sich dahingegen keine signifikante
Expressionsanderung. Da bei der Detektion alle transfizierten Proben eine deutliche
Verringerung der SGLT2 Expressionsstarke aufweisen ist davon auszugehen, dass
die Transfektion an sich einen starken Einfluss auf die physiologische SGLT2
Expression besitzt. Dieser Test ist somit nicht zum Nachweis der Spezifitat eines
anti-human  SGLT2  Antikorpers  geeignet.  Weitere  Experimente  mit
Transfektionsreagenzien und SGLT2 siRNA anderer Hersteller sind ndtig um zu
priufen, ob die verwendeten Reagenzien toxisch bzw. hemmend auf die
Stoffwechselwege und somit der SGLT2-Expression der Zellen wirken.

Um die Ergebnisse der Transfektionsversuche zu bestatigen bzw. zu verbessern
wurden die verwendeten Antikdrper in den immunhistologischen Farbungen mit
einem immunisierten Peptid geblockt. Hierbei ergab sich erneut das Problem der

Novitat der verwendeten Antikorper.
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Es zeigte sich, dass ein kommerziell erwerbliches anti-human SGLT2 Peptid der
Firma Abcam vertrieben wird, jedoch nicht gegen den anti-human SGLT1 Antikoérper
derselben Firma. Auch wenn die Spezifitait des Abcam SGLT1 Antikorpers
nachgewiesen werden konnte, so sollte eine Blockierung der detektierten
Lokalisation in der Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt werden. Aus diesem
Grund wurde auf einen weiteren anti-human SGLT1 Antikorper inklusive
spezifischem Peptid der Firma Everest Biotech zurtickgegriffen. Dieser Antikorper
wurden ebenfalls in einer Arbeit von lvana Vrhovac getestet, zeigte jedoch keine
Lokalisation in unterschiedlichen Gehirnregionen (Vrhovac et al. 2015). In diesem
Versuch konnten neben dem SGLT1 Antikorper nun ebenfalls die Spezifitat des
SGLT2 Antikorpers dargestellt werden. Man erkennt in den gefarbten
Gefrierschnitten, dass die detektierten Strukturen nach einem Peptidblock vollstandig
verschwinden. Einzig der starke Hintergrund der Gefrierschnitte bleibt bestehen.

Die Experimente mit transfizierten Zellen und die erfolgreiche Blockierung des
Signals mittels immunisierten Peptids bezeugen die Tatsache, dass die verwendeten
SGLT1 und SGLT2 Antikérper eine hohe Spezifitat aufweisen. Somit kdnnen diese

fur weitere Versuche eingesetzt werden.
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5.3. Problematik der rechtsmedizinischen Untersuchu ng

Ein grol3es Problem dieser Arbeit ist die Probenqualitat. Im Gegensatz zu in vitro
oder in vivo Versuchen ist es bei humanen Proben nicht méglich frisches Gewebe zu
entnehmen. Aus diesem Grund muss auf post mortales Hirngewebe von
Verstorbenen bei der gerichtlichen Obduktion zurtickgegriffen werden. Hierbei kann
jedoch auf Faktoren wie die Liegezeit und Umgebungseinflisse nur bedingt
eingegangen werden. Da die Autolyse und Zersetzung von Proteinen und mRNA
kurze Zeit nach dem Einsetzen des Todes startet, hilft auch eine sofortige Kiihlung
des Leichnams nur eingeschrankt fir den Erhalt der physiologischen Zellumgebung.
Weiterhin kdnnen bei rechtsmedizinischen Untersuchungen nur ungefahre Daten zu
dem Todeszeitpunkt und Umgebungseinflissen angegeben werden. Aus diesem
Grund ist keine Angabe der PMI im Minutenbereich méglich, alle Werte sind von
ermittlungstechnischer Seite als grobe Schatzung tbermittelt. Eine Schwankung der

Daten kann somit nicht verhindert werden.

Der Nachweis der Protein- und mRNA-Stabilitdt in post mortalem Gewebe ist,
aufgrund der geringen Moglichkeit an frische humane Proben aus z. B. einer Biopsie
oder Operation zu gelangen, ein wichtiger Aspekt der Forschung. Da bekannt ist,
dass die Zelllyse und féaulnisbedingter Abbau rasch nach dem Tod einsetzt,
konzentrieren sich bisherige Publikationen auf kurze PMI. Die Stabilitat bei einem
PMI von Uber 3 Tagen ist kaum erforscht. Die Proben dieser Arbeit besitzen ein PMI
von 5 h bis max. 8 d. Es kann gezeigt werden, dass Proteine bis mind. 8 d post
mortem stabil vorliegen (Probe GT1_15; Immunhistologischer Nachweis).

Dies unterstutzt die Ergebnisse von Blair et al., welche ebenfalls Proteine mittels
Antikorperdetektion in post mortalem Gewebe nachgewiesen hat (Blair et al. 2016).
Er konnte zeigen, dass diese mit einem PMI von Uber 50 h stabil nachgewiesen
werden koénnen. Mit einem maximalen PMI von 8 d bzw. 192 h Ulbersteigen die
vorliegenden Ergebnisse die publizierte Zeit. Neben den erwahnten Mangel an
Proben mit einem hohen PMI kann dies ebenfalls an den vorliegenden
Targetproteinen (GLUT1, SGLT1, SGLT2) liegen, die durch ihr transmembranes
Vorliegen eventuell geschutzter vor zellularen Abbaumechanismen und

Faulnisprozessen sind.
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Auch die These von Christopher Perrett, welcher eine stabile mRNA bis tber 84 h
post mortem beschrieb, kann bestatigt werden (Perrett et al. 1988). Mittels
spezifischen Primern wurden die Proben LT1_16 und GT1_16 (4d und 6d PMI, siehe
Abschnitt 4.4.2, S. 68) auf deren mRNA-Expression mittels gPCR untersucht. Hierbei
konnte ein starkes Signal erhalten werden.

Vor allem das Haushaltsgen (B-Aktin erweist sich als unbeeinflusst durch das PMI
und weitere &aulRere Einflisse des Leichnams (z. B. Todesursache,
Liegebedingungen). Aber auch die Natrium-abhéngigen Glukosetransporter SGLT1
und SGLT2 konnen unabhangig der PMI detektiert werden. Einzig der
Glukosetransporter GLUT1 ist im Western Blot schwer nachzuweisen. Hier erkennt
man haufig eine kraftige, jedoch diffuse Bande. Versuche mit frischen humanen
Proben (LT3 _13. 1 d PMI) zeigen, dass dies jedoch nicht an dem PMI liegt. Es hat
sich herausgestellt, dass GLUT1 in hoher Konzentration im menschlichen Gewebe
vorkommt. Eine Erhohung der Antikérper-Verdiunnung, sowie Verkirzung dessen
Inkubationszeit zeigte eine deutliche Verbesserung der Proteindetektion.

Auf die Expression und Lokalisation der untersuchten Transporter soll nun im

Folgenden ndher eingegangen werden.

5.4. Expression von Glukosetransportern im menschli chen Gehirn

Die Expression der Glukosetransporter wurde anhand Immunfluoreszenz, Western
Blot und gPCR durchgefihrt. Bisherige Forschungsergebnisse beschreiben, dass
hauptsachlich Glukosetransporter der SLC2-Genfamilie flr die Energieversorgung
des Gehirns zustandig sind.

Kalaria et al. beschreiben eine exklusive Expression von GLUT1 an der BHS. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten ebenfalls eine starke Expression und Lokalisation
von GLUT1 entlang der Endothelstruktur von Hirnkapillaren und im menschlichen
Gehirn nach globalem und lokalem Trauma. Die Aufgabe der SLC5-Transporter ist
dahingegen im Menschen nicht genau definiert. Auch in in vivo und in vitro
Versuchen wird der Nachweis von SGLT1 und SGLT2 kritisch begutachtet. Da die
Glukoseversorgung durch Transporter der SLC2-Genfamilie klar geregelt scheint,
wird den Natrium-abhéngigen Glukosetransportern nur wenig Beachtung geschenkt.
Vor allem falsch-positive Resultate, welche durch unspezifische Antikrperreaktion

hervorgerufen werden, fihren zu einer notwendigen Skepsis.
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Toshiyuki Matsuoka beschrieb die erste Annahme, wonach die Expression von SGLT
Transportern in einer Hirnendothelzelllinie von Rindern durch einen Glukosemangel
induziert wird (Matsuoka et al. 1998). Diese Ergebnisse fuhrten zu der Annahme,
dass SGLTs wahrend einem Versorgungsmangel des Gehirns, z. B. wahrend einer
Ischamie oder einer traumatisch bedingten Hirnveranderung, eine wichtige Rolle
spielen. Weitere Versuche in vivo und in vitro folgten, jedoch ist bisher eine

Untersuchung in menschlichem Gewebe kaum Gegenstand der Forschung.

In Zusammenarbeit mit Frau Professor Dr. Carola Forster (Klinik und Poliklinik fur
Anasthesiologie des Universitatsklinikums Woirzburg) wurden post mortale
Hirngewebeproben auf die Expression der SGLT Transporter untersucht. In
Hirngewebe von Kontrollpatienten, sowie nach einem globalen Hirntrauma ist die
MRNA- und Proteinexpression von SGLT1 und SGLT2 nur schwach detektierbar.
Nur in vereinzelten Proben lassen sich starke Banden im Western Blot nachweisen.
Ein gegenteiliges Ergebnis zeigt sich, sobald eine traumatisch bedingte
Hirnveranderung vorhanden ist. Hier verédndert sich die Proteinexpression in
Abhangigkeit der Lokalisation (Contusional, Contralateral) und der Uberlebenszeit
nach dem Trauma. Auf diesen Expressionsverlauf wird unter Abschnitt 5.4.2, S. 98,
naher eingegangen.

Auffallend ist jedoch, dass unterschiedliche ProteingréRen von SGLT1 und SGLT2
nachgewiesen werden. Das Vorliegen unterschiedlicher Glykosylierungsformen
wurde von Arno Kumagai fur den Transporter GLUT1 beschrieben (Kumagai et al.
1994). Hier ist bereits bekannt, dass verschiedene Isoformen in Abhangigkeit der
Geweberegion im menschlichen Gehirn exprimiert werden. Des Weiteren wurden
drei Glykosylierungsstellen in der Schleife des SLGT2 Proteins nachgewiesen (Feric
et al. 2011). Bisherige Forschungsarbeiten der Glukoseversorgung im ZNS, besser
gesagt den Neuronen, zeigte einzig die 75 kDa grof3e glykosylierte Form von SGLT1
(Poppe et al. 1997). Strukturanalysen der SLC5-Transporter konnte jedoch
aufzeigen, dass SGLTs verschiedene Isoformen annehmen. Den ca. 100-120 kDa
groBen Dimeren, dem 75 kDa grof3en glykosylierten, sowie dem 55 kDa grol3en
Kernglykosyliertem Protein (Panayotova-Heiermann et al. 1997; Tyagi et al. 2005;
Sasseville et al. 2016). In dieser Studie kdonnen diese Isoformen der Natrium-

abhangigen Glukosetransporter gezeigt werden.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass in der menschlichen Niere sowohl SGLT1,
als auch SGLT2 als Dimer nachgewiesen werden kann.

Weiterhin weist SGLT1 auch im menschlichen Gehirngewebe eine Expression als
100 kDa grofRes Dimer auf. SGLT2 liegt in zwei verschiedene Isoformen vor, dem
glykosylierten Protein und ebenfalls als Dimer. Im Gegensatz dazu, zeigt sich in
isolierten Kapillaren nur die Kernglykosylierte sowie die glykosylierte Isoform von
SGLT1 und SGLT2. Dies fuhrt zu der Annahme, dass SGLTs in unterschiedlichen
Geweben durch ihre funktionelle Expression andere Aufgabenbereiche besitzen.
Nachdem die Lokalisation von SGLT1 und SGLT2 im menschlichen Gehirn post
mortem nachgewiesen werden kann, muss eine exakte Untersuchung der

Proteinstrukturen, sowie den damit verbundenen funktionellen Anderungen erfolgen.

5.4.1. Lokalisation der Natrium-abhangigen Glukosetransporter SGLT1 und SGLT2

im menschlichen Gehirn

Die Lokalisation von Natrium-abhangigen Glukosetransportern im menschlichen
Gehirn ist zum derzeitigen Stand nur vereinzelt Fokus von Forschungsgruppen. Ein
von Jian Chen grol3 angelegtes Screening der SLC5-Transporter im menschlichen
Organismus zeigte, dass SGLT1 und SGLT2 nicht an der BHS gefunden werden
kann (Chen et al. 2010). Auch eine ausfihrliche Untersuchung von Poppe et al.
ergab, dass einzig SGLT1 in Neuronen exprimiert wird. Fir die Glukoseversorgung
spielen diese Transporter somit keine Rolle. Im Jahr 2009 konnten Vemula et al.
nachweisen, dass SLGT in Gehirnendothelzellen mit traumatisch bedingter
Veranderung exprimiert werden. In vivo Versuche der Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Forster der Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie des Universitatsklinikums
Wirzburg konnten dies in einem Mausmodell bestatigten (Wais 2012). Aus diesem
Grund kam die Fragestellung der vorliegenden Arbeit auf und es sollte die
Lokalisation und die Funktion der SGLTs ebenfalls im menschlichen Gehirn erforscht

werden.

Der Nachweis gestaltet sich generell als problematisch. Vor allem Analysen mit
menschlichem Hirngewebe sind selten fur die Grundlagenforschung verfligbar. Auch
in dieser Arbeit wurde fur die Untersuchung auf post mortales Gewebe
zuruckgegriffen, hier besteht jedoch immer das Problem der Probenbedingungen.

Weiterhin hat sich die Sensitivitéat der angewandten Methoden als kritisch erwiesen.
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Durch den Sensitivitatstest der verwendeten Antikorper kann dessen ungeachtet ein
falsch-negatives Resultat durch unspezifische Reaktionen ausgeschlossen werden.
Der Lokalisationsnachweis  der  Glukosetransporter  erfolgte  zunachst
immunbhistologisch an Gefrierschnitten des menschlichen Gehirns post mortem.
Hierbei wurde die starke Eigenfluoreszenz des Gewebes und das damit verbundene
hohe Hintergrundsignal zu einem Problem, wodurch spezifische Signale nur
erschwert detektiert werden kénnen. Die Lokalisation im Gesamthirn ist folglich nur
bedingt maoglich. Nach kontinuierlicher Verbesserung der Versuchsbedingungen
konnte ein Signal im Bereich des luminalen Endothels der Blutgefal3e gefarbt
werden, welches durch ein spezifisches immunisiertes Peptid geblockt werden kann
(siehe Abschnitt 14.3.1, S. 55). Dies konnte sowohl fir SGLT1 als auch fir SGLT2
gezeigt werden und spricht fir eine Lokalisation im Blutgefal3endothel und somit der
BHS. Aufgrund der anfanglichen Schwierigkeiten der Detektion sollte ein
tiefergehender Einblick in den Aufbau der BHS, im Speziellen den Kapillaren,
erfolgen. Aus diesem Grund wurde eine Methode zur Isolation von Kapillaren aus
dem menschlichen Gehirn post mortem etabliert (siehe Methodik 3.4, S. 33). Durch
diesen Versuchsaufbau konnte der Hintergrund auf ein Minimum reduziert werden.
Jedoch bleiben Gliazell-Endfuf3e weiterhin an den Kapillaren haften, da diese mit
dem Endothel stark verbunden sind und nicht ohne weitere Zerstérung der
Kapillarstruktur entfernt werden kénnen. Da diese Verunreinigung nur sehr gering ist,
kann die Expression der Glukosetransporter GLUT1, SGLT1 und SGLT2 trotz
dessen direkt an der Hauptkomponente der BHS detektiert werden (siehe 4.3.2.2,
S. 63). Die Isolation von Kapillaren aus unterschiedlichen Hirnregionen ergab, dass
SGLT1im GroB3hirn (graue und weil3e Substanz) und dem Pons
lokalisiert ist. Gleichermal3en findet man SGLT2 in der weil3en Substanz und

dem Pons, jedoch ebenfalls im Kleinhirn und nicht im Cortex (graue Substanz).
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Der Lokalisationsnachweis der SGLT Proteinexpression wurde ferner per Western
Blot sowohl im Gesamthirnlysat als auch im Lysat aus isolierten Kapillaren wiederholt
(siehe Abschnitt 4.8, S. 85). Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Expression
nach einer Traumatisierung in allen Regionen des Gehirns ansteigt. Wahrend in der
Kontrollprobe (Myokardinfarkt) SGLT1 und SGLT2 hauptsachlich im Pons und nur im
sehr geringen Anteil in der grauen Substanz und im Kleinhirn vorkommt, ist das
Protein nach einer lokalen Schéadigung in allen Bereichen stark nachweisbar. Das
Ergebnis der Western Blot Analyse von Kapillar-Proteinlysaten unterstitzt die These
der Lokalisation aus der Immunfluoreszenzfarbung.

Wahrend SGLT1 in allen Bereichen in unterschiedlicher Expressionsstarke lokalisiert
ist, kann SGLT2 in der grauen Substanz in kaum vorhandenen Anteil nachgewiesen

werden.

Frihere Untersuchungen der Natrium-abhangigen Glukosetransporter erfolgten
mittels Uptake-Assay oder Analyse der mRNA-Expression (Yu et al. 2010). Die
Proteinanalyse erfolgte erst im spateren Zeitraum. Aus diesem Grund soll der
Lokalisationsnachweis von SGLT1 und SGLT2 durch eine quantitative mRNA-
Analyse vervollstandigt werden. Da hierfir inzwischen kommerzielle Sonden
erhaltlich sind, wurden diese fir eine Untersuchung ausgewahlit. Es konnte jedoch
festgestellt werden, dass durch Experimente mit kommerziellen Sonden keine
MRNA-Expression fur SGLT2, bzw. eine sehr erniedrigte Expression fur SGLT1
dargestellt werden kann. Versuche mit dem Glukosetransporter GLUT1 und auch die
Kontrolle des Haushaltsgen B-Aktin verliefen dagegen stark positiv. Da der Nachweis
der Proteine erfolgte, musste der Frage nachgegangen werden, ob die SGLT mRNA
durch eventuelle Lyse im post mortalen Gewebe zersetzt wurde, oder ob die
Methode schlichtweg fehlerhaft verlief. Zur Uberpriifung dieser Thesen erfolgte ein
veranderter Versuchsaufbau der gPCR. Es wurden spezifische Sonden fir SGLT1
und SGLT2 manuell designt und die Experimente mit isolierter mRNA aus
Gesamthirngewebe und Kapillaren wiederholt (Abschnitt 4.4.2, S. 68). Hierbei konnte
aufgezeigt werden, dass vorhergehende Versuche mit Sonden fehlerhaft verliefen.
Die Expression von SGLT mRNA konnte anhand designter Primer nachgewiesen
werden. Woran dies liegt kann nicht aufgezeigt werden, da vom Hersteller keine
weiteren Informationen, wie z. B. die Sequenz der Sonde bzw. Lokalisation der
Target-mRNA-Sequenz, verdffentlicht werden. Zwei Faktoren kdnnen jedoch eine
Rolle spielen.
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Einerseits kann die kommerzielle Sonde eine geringe Spezifitat und Sensitivitat zur
Detektion von humanem SGLT aus Gewebe aufweisen. Andererseits kann die
Target-mRNA-Lokalisation in einem Bereich der SGLT-Sequenz liegen, welche in
post mortalem Gewebe anféllig fur eine frihzeitige Degeneration ist. Somit ist keine
Detektion mdglich. Die Lokalisation der mRNA kann nun mit der Lokalisation der
SGLT-Proteine verglichen werden. Hierbei fallt auf, dass die SGLT1 in Kapillaren des
Kleinhirns in  hoher Konzentration vorliegt, wahrend das Protein in der
Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen werden konnte. Ein analoges Ergebnis lasst
sich fur die weil3e Substanz in Proben mit einer globalen Hirnschéadigung darstellen.
Hier kann ebenfalls mRNA nachgewiesen werden, wahrend kein Signal fur das
Protein im Western Blot detektierbar ist. Auch fir SGLT2 gibt es einen gravierenden
Unterschied in Kapillaren der grauen Substanz. Hier liegt die mRNA mit hoher
Expressionsstarke vor, wahrend in der Immunfluoreszenz und im Western Blot kein
Signal vorhanden ist. Diese Ergebnisse verwundern jedoch nicht, da ein zeitlicher
Shift zwischen mRNA- und Proteinexpression allgemein bekannt ist. Hierbei reagiert
die Anderung des mRNA-Levels schneller und sensitiver als die des Proteinlevels
(Cheng et al. 2016).

5.4.2. Expressionsverlauf der Glukosetransporter

Die Fragestellung nach der zeitlichen Entstehung eines SHT ist in forensischen
Untersuchungen von Todesfallen ein wichtiger Aspekt. Vor allem fir ungeklarte
Todesursachen, sowie gerichtlich angeordnete Ermittlungen ist die Eingrenzung der
Zeitspanne zwischen Traumaentstehung und dem Versterben von grofer
Bedeutung.

Die These, dass Natrium-abhangige Glukosetransporter eine Aussage uber die
Uberlebenszeit nach einer traumatisch bedingten Hirnveranderung besitzen wird
durch die Erstellung eines zeitlichen Expressionsverlaufs dargestellt (siehe Abschnitt
4.7, S. 83). Im Gegensatz zu den in vivo Ergebnissen von Sebastian Wais kann im
menschlichen Gehirn post mortem keine signifikante Anderung der GLUT1-
Expression nachgewiesen werden. Der Transporter SGLT1 zeigt dagegen eine
signifikante Expressionsdnderung im contusionalen Gewebe nach 0, 7, 20.5 und 52
Stunden Uberlebenszeit. Weiterhin ist die Erhohung der SGLT1 Expression im
traumatisierten Gewebe nach 72 Stunden Uberlebenszeit hochst signifikant. Die

statistische Bewertung der SGLT2 Expression stellt ein analoges Ergebnis dar.
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Hier kann eine hohe signifikante Anderung der contusionalen Proben mit 7, 52 und
72 Stunden Uberlebenszeit nachgewiesen werden. Die Erhéhte SGLT2 Signifikanz
der Proben mit kurzen Uberlebenszeiten im Gegensatz zu dem Transporter SGLT1
(MW[Probenanzahl] = 16,1) kann an der StichprobengréRe liegen. Da der
Probenumfang fur SGLT2 (MW[Probenanzahl] = 47,5) ein ca. 3-fach erhdhtes
Datenmenge aufweist, kann die statistische Signifikanz exakter berechnet werden.
Die Natrium-abhangigen Glukosetransporter konnte somit fir die forensische

Fragestellung der zeitlichen Entstehung eines SHT herangezogen werden.

Die erhaltenen Daten geben jedoch nur einen ersten Anhaltspunkt fur die Korrelation
der Expression mit dem zeitlichen Entstehen einer traumatisch bedingten
Hirnveranderung. Weitere Uberlebenszeitpunkte und vor allem eine héhere Anzahl
an Verstorbenen mit gleichen Uberlebenszeiten sind fiir die Darstellung eines
exakten zeitlichen Verlaufs und somit fir den Einsatz in der Routineanalyse
unerlasslich. Erganzend sollte eine tiefergehende Analyse der Glukosetransporter
GLUT1 nicht aul3er Acht gelassen werden, da eine endglltige statistische Aussage
erst bei einer grol3en Probenanzahl angegeben werden kann.

Im weiteren Verlauf dieses Forschungsthemas sollten Storgréf3en wie vorhergehende
Erkrankungen der Verstorbenen (z. B. Diabetes Mellitus und eventuelle Behandlung
mittels SGLT-Inhibitoren) oder weitere Faktoren die zu einer Verdnderung der
Glukoseversorgung und somit der Expression der SLC-Transporter fuhren, mit in die
Analyse einbezogen werden. Leider werden diese Faktoren und Vorerkrankungen
nicht immer fir eine gerichtlich angeordnete Obduktion angegeben, so dass sich

diese Analyse als problematisch darstellt.
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5.5. Bedeutung der Ergebnisse fiir die medizinische Forschung

Diese Arbeit weist die Expression der Natrium-abhangigen Glukosetransporter
SGLT1 und SGLT2 an der luminalen Seite von Hirnkapillaren und somit der BHS
nach. Diese Erkenntnis ist nicht nur fir forensische Fragestellungen von grol3er
Bedeutung. Eine erhdhte Expression dieser Transporter im menschlichen Gehirn
nach einem Trauma kann zu schwerwiegenden Sekundarmechanismen und somit

zur zusatzlichen Schadigung des Gewebes fiihren.

Es ist bekannt, dass der sekundar-aktive Transport von Glukose durch SGLTs zu
einem Co-Transport von Wassermolekulen fuhrt (Loo et al. 1996). Vemula et al.
untersuchten die Korrelation der SGLT1-Expression und Odembildung bei Mausen
mittels permanentem zerebralem Arterienverschluss (MCAO) (Vemula et al. 2009).
Er beschreibt eine verminderte Odembildung bei MCAO-Mausen durch Behandlung
mit Phlorizin, einem spezifischen SGLT-Inhibitor. Da eine erhdhte zerebrale SGLT1-
Aktivierung nach ischamischer Hyperglykdmie bei Tiermodellen berichtet wurde,
kann die Hemmung durch Phlorizin zu einer verminderten ischamischen Schéadigung
des ZNS, sowie einer verringerten Odembildung fiihren.

Diese Korrelation der SGLT-Expression und einer Zellschwellung kann durch die
Analyse der gesammelten Gehirnproben nur unzureichend bestatigt werden. Die
untersuchten Gehirne weisen ein leicht erhéhtes mittleres Gewicht von 1383 g, sowie
oftmals sichtbare Wassereinlagerungen (siehe Anhang II-IV). Es erfolgte jedoch
keine akkurate Analyse des Grad der Hirnschwellung. Diese Daten muissen jedoch
noch weiter untersucht werden, um auch diese These effektiv zu bestéatigen.
Aufgrund der mdoglichen Bedeutung von Natrium-abhangigen Glukosetransportern
bei der Verbesserung der Genesung nach einer traumatisch bedingten
Hirnveranderung ist die in dieser Arbeit gezeigte direkte Lokalisierung von SGLT1
und SGLT2 an der BHS fiir eine verbesserte Praventions- und Behandlungsstrategie
von grof3ter Bedeutung. Diese Transporter kdnnen als Ansatzpunkt genutzt werden,

um die Sekundarmechanismen nach einem SHT zumindest zu minimieren.
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Auf der anderen Seite sei noch erwahnt, dass die Expression von SGLTs an der BHS
eine wichtige Erkenntnis fur weitere Entwicklung von Medikamenten fir die
Behandlung von Diabetes mellitus ist. Da SGLT Inhibitoren einen pharmakologischen
Behandlungsansatz fur Patienten mit Diabetes mellitus darstellen, ist es wichtig die
Funktion der SGLTs fur die Energieversorgung im Gehirn zu verstehen (Chao und
Henry 2010). Die medizinische Verwendung von SGLT-Inhibitoren wie Phlorizin soll
fur eine reduzierte Glukoseaufnahme durch SGLT2 im Nierengewebe von
Diabetespatienten sorgen. Allerdings kénnen diese Inhibitoren auch an SGLT1
binden und ihre Fahigkeit des Glukosetransports senken. Es konnte Uberdies
nachgewiesen werden, dass die Interaktion von Phlorizin mit SGLT1 starker ist, als
die Hemmung von SGLT2 (Raja und Kinne 2015). Derzeit gibt es keine Daten Uber
die Auswirkungen von SGLT-Inhibitoren im Gehirn und im zentralen Nervensystem.
Eine unbeabsichtigte SGLT-Hemmung kann allerdings zu einer signifikanten Stérung
der neuronalen Hirnfunktion flhren, da hierdurch ein Glukosemangel des ZNS
auftreten kann. Vor allem unter dem Aspekt, dass Patienten mit schwerer Diabetes
Mellitus Erkrankung oder einer akuten Hyperglykamie zu einem erhéhten Risiko einer
ischamisch bedingten Hirnschadigung mit geringen Uberlebenschancen neigen
(Luitse et al. 2012). Aus diesen Griunden ist eine eingehendere Kenntnis der SGLT-
Aktivitat und deren Mechanismen im menschlichen Gehirn an der BHS von grol3er

Bedeutung.
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0. Zusammenfassung

Glukosetransporter spielen eine wichtige Rolle in der Versorgung des Gehirns mit
N&ahrstoffen und somit flr den Erhalt der physiologischen Zellintegritat. Glukose wird
Uber die Blut-Hirn-Schranke (BHS) mittels spezifischen transmembranen
Transportproteinen der SLC-Genfamilie (GLUT, SGLT) befordert. Dabei scheint
wahrend physiologischen Bedingungen hauptsachlich der Glukosetransporter
GLUT1 (SLC2A1) fur die Energieversorgung des Gehirns zustandig zu sein.

Die Erforschung der SGLT-Expression ist in den letzten Jahren ein wichtiger
Ansatzpunkt fur neue Behandlungsstrategien vieler Erkrankungen, wie Diabetes
Mellitus, maligne Neoplasien oder eines Herzinfarkts, geworden. Jedoch ist Uber
deren Expression und Funktion im menschlichen Gehirn nur wenig bekannt.
Besonders die Lokalisation entlang der BHS bleibt fraglich. Ein Grol3teil bisheriger
Forschungsarbeiten beschaftigt sich hauptsachlich mit der Expressionsanalyse des
Transporters SGLT1 im tierischen Gehirn in vivo (Poppe et al. 1997; Balen et al.
2008; Yu et al. 2013). Es konnte aufgezeigt werden, dass SGLT1 mRNA exklusiv in
Neuronen und nicht an der BHS exprimiert wird. Dies wird durch in vitro Analysen
einer humanen Hirnendothelzelllinie bestatigt. Demnach kann kein SGLT1 unter
physiologischen Bedingungen nachgewiesen werden (Sajja et al. 2014). Im
menschlichen Hirngewebe besitzen SGLTs somit keine zentrale Funktion fir den
Glukosetransport an der BHS. Im Gegensatz dazu konnte eine Expression von SGLT
sowohl in vivo als auch in vitro wahrend hypoglykdmischen Bedingungen belegt
werden (Vemula et al. 2009; Sajja et al. 2014). Die Expression der SGLT-Transporter
wahrend einer ischdmischen Hypoglykamie fuhrt zu der Annahme, dass diese
Transporter fur die Aufrechterhaltung der Energieversorgung des geschadigten
Hirngewebes notwendig sind. Um die physiologischen Mechanismen nach einem
Glukosemangel zu untersuchen, wurden SHT-Modelle etabliert (Salvador et al.
2013). In einem experimentellen Modell des Schadel-Hirn-Traumas im Rahmen eines
DFG-gefordertes Projekts ist ein Expressionsverlauf von Glukosetransportern im
Maushirn und in Hirnendothelzellen erarbeitet worden (Wais 2012; Salvador et al.
2015). Somit kénnten SGLTs als Ansatzpunkt fir den Nachweis der Uberlebenszeit

nach einem SHT fungieren.

Seite 102



Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf die Expression der Natrium-abh&ngigen
Glukosetransporter SGLT1 und SGLT2 im menschlichen Gehirn. Hierbei liegt das
Hauptaugenmerk auf der Lokalisation dieser Transporter an der menschlichen BHS
von post mortalem Hirngewebe. Weiterhin wird untersucht ob die Expressionsstarke
von SGLT1 und SGLT2 eine Aussage iiber die Uberlebenszeit von Verstorbenen
nach einer traumatisch bedingten Hirnverdnderung zulésst.

Die Lokalisation von SGLT1 und SGLT2 an der menschlichen BHS konnte durch die
Etablierung eines Protokolls zur Isolation von Hirnkapillaren erfolgen. Vorab wurden
alle verwendeten Antikdrper auf ihre Spezifitdt mittels SiRNA Transfektion und
Blockierung der Immunfluoreszenzsignale mittels immunisierten Peptids getestet.
Somit ist die Spezifitit der detektierten SGLT1- und SGLT2-Expression in
menschlichen Hirnkapillaren gewahrleistet. Anschliel3end wird untersucht, in welchen
zeitichem Verlauf nach einer traumatisch bedingten Hirnveranderung die
verschiedenen Formen der Glukosetransporter exprimiert werden und ob ggf. der
Umfang und die Verteilung von SGLT1, SGLT2 und GLUT1 sowie das Verhaltnis
zueinander Auskinfte Uber eine vitale bzw. postmortale Entstehung eines Traumas
bzw. dessen Uberlebenszeit zulasst. Hierfir wird ein Expressionsschema der
Glukosetransporter generiert, abhangig von Todeszeitpunkt und Todesursache. Es
konnte festgestellt werden, dass GLUT1 nicht als Target fur die Ermittlung der
Uberlebenszeit nach einem Trauma geeignet ist. Dahingegen zeigen SGLT1 und
SGLT2 eine signifikante Anderung der Expressionsstarke im contusionalen Gewebe
in Abhangigkeit von der Uberlebenszeit. Obwohl diese vorlaufigen Daten einen
neuen Ansatzpunkt fur die forensische Fragestellung aufzeigen, missen weitere
Experimente mit einem erhéhten Umfang der Probenanzahl und kiirzere Zeitspannen

der Uberlebenszeitraume durchgefiihrt werden.
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7. Summary

The transport of glucose across the endothelial cells of the human blood-brain barrier
(hBBB) plays a major role for energy supply of the brain and therefor for neuronal
integrity. Glucose enters the brain cells through specific transmembrane transporter
proteins of the SLC-gene family (GLUT, SGLT). Under physiological conditions
glucose uptake across the BBB seems to be mediated primarily by facilitated
diffusion through glucose transporter 1 (GLUT1).

Although SGLTs are a known drug target for diabetes and furthermore play a role in
other disease like cancer and cardiac ischemia, active glucose transport by SGLTs is
hardly observed and very little is known about their expression or activity in human
brain. Especially the function along the BBB remains uncertain. Up to now,
expression analysis focused on SGLT1 and has been confirmed in vivo by analyzing
brain tissue of animals (Poppe et al. 1997; Balen et al. 2008; Yu et al. 2013). Here
detection mainly occurs in neurons, no SGLT1 mRNA in capillaries of the BBB could
be found. Similarly in vitro experiments with a human brain microvascular endothelial
cell line reveals no expression of SGLT1 under physiological conditions (Sajja et al.
2014). In human brain, SGLTL1 is hardly expressed and so far could not be found
along the BBB. In contrast to these findings, expression of SGLT1 could be detected
in vivo as well as in vitro under hypoglycemic conditions (Vemula et al. 2009; Sajja et
al. 2014). The occurrence of these transporters during ischemic hypoglycemia could
lead to the conclusion that the secondary active glucose transport by SGLTs is
necessary for additional glucose supply in injured brain. To investigate if SGLTs are
required for the reconstruction of energy supply after glucose deficiency, traumatic
brain injury (TBI) models were established to study secondary physiological
mechanisms along the BBB etabliert (Salvador et al. 2013). In an experimental CCI
(controlled cortical impact) mouse model within a DFG-funded project, an expression
pattern of glucose transporters in the mouse brain and in brain endothelial cells has
been developed (Wais 2012; Salvador et al. 2015). Thus it could lead as a Target for
evidence of the time of survival after TBI.

This study focuses on the sodium-dependent glucose transporters SGLT1 and
SGLT2 expression in human brain. The main topic is to localize the sodium-

dependent glucose transporters along the human BBB of post mortem brain tissue
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and to examine whether SGLT expression allow a conclusion to be drawn about the
survival time of a patient after TBI.

First of all the localization of SGLT1 and SGLT2 at the human BBB could be shown
by establishment a capillary isolation protocol of human post mortem brain tissue.
Therefore the antibody specificity was tested by a siRNA transfection protocol and
blocking the immunofluorescence signal with an immunized peptide. Thus, specific
SGLT1 and SGLT2 expression at the endothelial lining of the capillary lumen could
be demonstrated. After attaching the value of SGLTs at the human BBB, the
relationship of the glucose transporter expression in TBI tissue according to the
survival time of the patient is presented. Hereby it should be clarified whether the
expression and distribution of the transporters GLUT1, SGLT1 and SGLT2 as well as
the relation to each other provide information on a vital or post mortal development of
a trauma or its survival time. It could determine that GLUT1 is not suitable as a target
for the representation of survival time after TBI. However, SGLT1 and SGLT2 show a
significant change in the expression profile of traumatic brain regions. Here an
increase according to the survival time after trauma can be shown. Although these
preliminary data suggest a novel target for forensic questions, more experiments with

an increased scope of survival time frames should be carried out.
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a.d.
ATP
BHS
bp
ca.
CBF
CClI
cDNA
d. h.
DNA
GFAP

GLUT

IDV
kDA
max.
min.
Mio.
MODS
Nr.
OGD
PMI
gPCR

RNA

Abkurzungen

auffillen
Adenosintriphosphat
Blut-Hirn-Schranke
Basenpaar
circa
zerebraler Blutfluss
controlled cortical impact
komplementére
das heif3t
Desoxyribonukleinsaure
Saures Gliafaserprotein

Sodium-unabhéangige Glukosetransporter / Natrium-unabh&ngige
Glukosetransporter

JIntegrated densitometry value’ / Integrierter Densitometriewert

Kilodalton
maximal

Minuten

Millionen

Multiorganversagen
Nummer
oxygen glucose deprivation
Post mortem interval / Postmortalzeit
Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Ribonukleinséure
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Abkurzungen

RT Raumtemperatur
sek. Sekunden
SEM Standardfehler des Mittelwertes
SGLT Sodium-abhangige Glukosetransporter / Natrium-abhangige
Glukosetransporter
SHT Schéadel-Hirn-Trauma
sog. sogenannt
z. B. zum Beispiel
ZNS Zentrale Nervensystem
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Anhang

I.  Ubersicht der Expressionsverhéltnisse von SGLT1 und SGLT2 zur r Lokalisation
in unterschiedlichen Gehirnregionen des Menschen.

Tabelle 19: Protein- und mRNA-Lokalisationsnachweis von SGLT1
GS — Graue Substanz, WS — Weil3e Substanz (bei der mRNA-Analyse zusammengefasst als GroRRhirnpraparat); CS —
Contusional/traumatisiertes Gewebe, KH — Kleinhirn
++ starke Expression, + schwache Expression, - keine Expression, n. U. nicht Untersucht

Protein mMRNA
Immunfluoreszenz Western Blot gPCR
Global Global Lokal Global Lokale
Gesag\tghwn - n U + it
++ +
Gesamthirn -
WS n. U. - +
Gesarggnrn — n U n U it it it
Gesamthirn -
KK n. U + ++ + ++
Gesamthirn - n U it 4 it it
Pons
Kapillare — GS ++ n. U. +
++ ++
Kapillare — WS ++ n. U. ++
Kapillare — CS n. U. n. U. ++ n. U. +
Kapillare - KH - n. U. n. U. ++ ++
Kapillare - t n U n U + +
Pons
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Tabelle 20: Protein- und mRNA-Lokalisationsnachweis von SGLT1
GS — Graue Substanz, WS — Weil3e Substanz (bei der mRNA-Analyse zusammengefasst als Gro3hirnpréaparat); CS —
Contusional/traumatisiertes Gewebe, KH — Kleinhirn
++ starke Expression, + schwache Expression, - keine Expression, n. U. nicht Untersucht

Global Global Lokal Global Lokal
Gesamthirn -
GS n. U. ++ ++
++ ++
Gesamthirn -
WS n. U, ++ ++
Gesamthirn —
cS n. U. n. U. ++ + +
Gesamthirn -
KH n. U. + + + ++
Gesamthirn - n U t + et it
Pons
Kapillare — GS - n. U. -
++ ++
Kapillare — WS ++ n. U. ++
Kapillare — CS n. U. n. U. ++ + +
Kapillare - KH ++ n. U. n. U. ++ ++
Kapillare - + n U n U it it
Pons

Immunfluoreszenz

Protein

Western Blot
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[I.  Humane Proben nach

Hirnveranderung)

Proben-
nummer

LT1 13
LT2 13

LT3 13

LT4 13

LT5 13

LT6 13

LT7 13

LTS8 13

LT1 14

LT2 14

LT3 14

LT4_14

LT5 14
LT1 15

LT1 16

Geschlecht

Literaturverzeichnis

lokalem Sauerstoffmangel

Alter
[Jahre]

85
77

63

15

94

89

78

92

51

48

60

63

95
79

93

PMI

7d

5d

1d

2d

3d

4d

3d

5d

2d

2d

3d

4d

3d
2d

4d

Uberlebens-
zeit

Oh
7h

37h

3h

3h

72 h

20,5h

52 h

Oh

121 d

48 h

120 h

Oh
96 h

Oh

Seite 114

(traumatisch bedingter

Gehirn-
gewicht

[d]
1.120

1.430

1.490

1.390

1.119

1.180

1.200

1.160

1.120

1.420

1.430

1.470

1.030
1.470

1.050

Todes-
ursache

Kopfschuss

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT

Polytrauma
mit SHT

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT

MODS mit
SHT

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT

Kopfschuss

Unfall mit
SHT

Unfall mit
SHT
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lll.  Humane Proben nach globalem Sauerstoffmangel (Strangulation, Ersticken)

Probennummer  Geschlecht Alter PMI Gehirn- Todesursache
[Jahre] gewicht [g]
GT1 12 m 42 3d 1.650 Strangulation
GT1 13 m 25 4d 1.510 Intoxikation
GT2_ 13 m 25 5h 1.300 Hypothermie
GT3_ 13 w 43 32h 1.300 Drosselung
GT4_ 13 m 30 1d 1.510 Strangulation
GT5 13 m 22 2d 1.470 Ertrinken
GT6_13 w 34 4d 1.170 hyperkapnisches
Ersticken
GT7_13 w 43 3d 1.320 Strangulation
GT8 13 m 43 4d 1.720 hypoxisches
Ersticken
GT1 14 m 39 4d 1.320 hyperkapnisches
Ersticken
GT1_15 m 29 8d 1.360 Polytrauma
GT1 16 m 41 6d 1.660 Ertrinken

IV.  Humane Kontrollproben

Probennummer Geschlecht Alter PMI Gehirn- Todesursache
[Jahre] gewicht [g]
K1 13 m 79 3d 1.500 Myokardinfarkt
K2_13 m 72 2d 1.480 Myokardinfarkt
K3 13 m 63 2d 1.480 Myokardinfarkt
K1 14 m 82 5d 1.350 Myokardinfarkt
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