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1 Einleitung

1.1 Schlaganfall

Laut der Deutschen Schlaganfall Gesellschaft erleiden in Deutschland jedes Jahr
mehr als 260.000 Menschen einen Schlaganfall (DSG 2019). Schlaganfalle sind
eine sehr haufige Todesursache und eine der wichtigsten Ursachen flr schwere
Behinderung im Erwachsenenalter (Busch MA 2017). Haufige klinische
Symptome eines Schlaganfalls sind das plétzliche Auftreten von neurologischen
Defiziten wie Sprachstérungen, oder Schwache einer Korperhalfte (Yew and
Cheng 2015). Bei akuten Schlaganfallen kommt es zu einer
Durchblutungsstérung von Teilen des Gehirns, aus der ein Mangel an Sauerstoff
und Glukose resultiert, welcher zum sofortigen Untergang von Hirngewebe fuhrt.
Es kann eine ischamische und/oder hamorrhagische Ursache zugrunde liegen,
wobei eine ischamische in 85 Prozent (%) der Falle Gberwiegt (Musuka, Wilton
et al. 2015). Ischamische Schlaganfalle sind durch einen GefalRverschluss
gekennzeichnet, bei dem der distal der Verschlussstelle liegende Infarktkern mit
umliegender Penumbra nicht ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen
versorgt werden kann. Die Penumbra ist ein direkt an den Infarktkern
angrenzender gefahrdeter Bereich, der noch Uberlebensfahige Zellen enthalt und
durch eine Reperfusion gerettet werden kann (Thirugnanachandran, Ma et al.
2018). Ursachlich fur einen GefalRverschluss sind in den meisten Fallen
thrombembolische Ereignisse aufgrund von Vorhofflimmern, einer ausgepragten
Atheroseklerose, oder anderen kardialen Erkrankungen (Campbell, De Silva et
al. 2019). Dem hamorrhagischen Schlaganfall liegt eine Gefalruptur mit
anschliel3ender Blutung und potenzieller Hirndrucksteigerung zugrunde. Hierbei
handelt es sich in 15 % um nicht-traumatische intrazerebrale Blutungen, mit
Blutung in den intrakraniellen Raum und in 5 % um eine subarachnoidale Blutung
mit Blutung in den kranialen oder spinalen Liquorraum (Schubert and Lalouschek
2006). Entscheidend fur das Outcome von Schlaganfallpatienten ist die Zeit
zwischen Symptombeginn und Therapiebeginn in einer Fachklinik mit Stroke
Unit. In der klinischen Akutversorgung von ischamischen Schlaganfallen werden

die medikamentdse intravendse Thrombolyse mit Recombinand Tissue



Plasminogen Activator (rtPA) bis 4,5 Stunden (h) und die mechanische Katheter
gestutzte Rekanalisation bis 6 h nach Symptombeginn angewendet (Campbell,
De Silva et al. 2019).

1.2 Schadel-Hirn-Trauma

Die Inzidenz eines Schadelhirntraumas (SHT) betragt in Deutschland jahrlich
circa 10,1/100.000 (Maegele, Lefering et al. 2019) und ist im frihen
Erwachsenenalter eine haufige Todesursache (Steudel, Cortbus et al. 2005).
Besonders bei polytraumatisierten Patienten ist ein begleitendes SHT mit einer
erhohten Mortalitat und verringerten Lebensqualitat verbunden, weswegen eine
zeitnahe und zielgerichtete Versorgung notwendig ist (Antoni, Heinz et al. 2017).
Die schwere eines erlittenen SHT's und die damit verbundene zerebrale Hypoxie
und Hypovolamie sind fiir das Uberleben und spéatere Outcome entscheidend.
Die Glasgow-Coma-Scale (GCS) ist ein haufig in der Notfallmedizin eingesetztes
Scoringsystem zur initialen Beurteilung von Notfallpatienten, in der die beste
verbale und motorische Reaktion, sowie das Augendffnen beurteilt werden
(Teasdale and Jennett (1974). Auf Grundlage der GCS kann ein leichtes von
einem mittleren und einem schweren SHT unterschieden werden (Beier and
Hoppe 2011). Die Neuronen spezifische Enolase ist ein Laborparameter der
haufig bei Hirnschaden erhdht ist. Allerdings ist sie nicht zur Einschatzung eines
SHT geeignet da sie erhebliche diagnostische Graubereiche aufweist und somit

keine definitiven Aussagen zulasst (Hoppe K 2021).
1.3 Primare und sekundare Hirnschadigung

Primare Hirnschaden sind das Ergebnis von unmittelbar auf das Gehirn
einwirkenden Faktoren, wie ein ischamischer Schlaganfall oder eine akute
mechanische Gewalteinwirkung auf den Kopf. Sekundare Hirnschaden treten im
Nachgang einer primaren Hirnschadigung auf und haben ihre Ursache in einer
Entzindungsreaktion, einem Hirnddem oder einer Blutung. Da die primare
Hirnschadigung nicht behandelbar ist, konzentriert sich die Therapie auf die
Behandlung von sekundaren Hirnschaden (Hackenberg and Unterberg 2016,
Larsen and Ziegenfuld 2019).



1.4 Blut-Hirn-Schranke

Die ersten Hinweise auf das Vorhandenseins einer Blut-Hirn-Schranke (BHS)
wurden 1885 von Paul Ehrlich beschrieben (Ehrlich 1885). Nachdem er
Versuchstieren Farbstoffe injiziert hatte, bemerkte er, dass sich das gesamte
Kdrpergewebe bis auf das Gehirn und das Ruckenmark anfarbte. Die BHS bildet
durch ihren dreischichtigen Aufbau aus Kapillarendothelzellen, Basalmembran
und Astrozyten eine selektiv durchlassige Barriere, die sowohl den Schutz als
auch die Energieversorgung des Gehirns gewahrleistet (Abbott, Patabendige et
al. 2010, Burek, Salvador et al. 2012). Sie hat funf Basismechanismen fur die
Endothelpassage von solublen Molekulen. Die Diffusion einiger lipophiler
Substanzen und Gase entlang eines Konzentrationsgradienten, die parazellulare
Diffusion, den aktiven Transport Uber Proteintransporter, erleichterte Diffusion
durch Transporter basierte Transzytose (Zelldurchwanderung) und die Diffusion
durch membranstandige Kanale. Eine wesentliche Bedeutung zur
Aufrechterhaltung dieser Barrierefunktionen kommt dabei den Tight Junction

Proteinen zu (Greene, Hanley et al. 2019).

Astrocyte Tight junction

endfoot

Pericyte

Basal lamina

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke
(Abbott, Patabendige et al. 2010). Abbildungslizenz liegt vor.



1.4.1 Tight Junctions

Tight Junctions bilden apikal eine dichte Barriere zwischen den einzelnen
Endothelzellen und unterbinden den interzellularen Transport (Anderson and Van
Itallie 2009). Aufgrund dieser Eigenschaft ermdglichen Sie einen streng
limitierten Austausch von Stoffen zwischen dem Korperkreislauf und dem
zentralen Nervensystem (ZNS). Sie sind aus vier verschiedenen Proteinfamilien
aufgebaut. Den Occludinen, den Tricellulinen, den Claudinen und den Junctional
Adhesion Molecules (JAM’s). Diese sind Uber die intrazellularen Proteine ZO 1,
Z0 2, ZO 3 mit dem Zytoskelett der Zellen verbunden (Fromm 2011). Occludine
und Claudine gehdren zu den zwei verschiedenen Klassen von integralen
Membranproteinen und spielen eine bedeutende Rolle fur die Barrierefunktion
der BHS (Forster 2008). Gemeinsam mit Occludin konnten Claudin 1, -3, -5 und
Claudin 12 im Gehirn nachgewiesen werden (Abbott, Patabendige et al. 2010),
wobei Claudin 5 besonders wichtig fur die Integritdt der BHS zu sein scheint
(Greene, Kealy et al. 2018). In der Literatur gibt es Hinweise, dass Occludin als
frher Biomarker nach einer akuten Schadigung der BHS eine wichtige Rolle
spielt (Pan, Yu et al. 2017) und als Target zum Nachweis einer Stabilisierung der
BHS dienen kénnte (Forster, Silwedel et al. 2005). In der Atiologie von
Hirntumoren, zerebraler Ischamie, Meningitis, Enzephalitis oder Multipler
Sklerose scheint der Zusammenbruch der BHS und der darauffolgende neuro-
inflammatorische Zustand von elementarer Bedeutung zu sein (Forster, Silwedel
et al. 2005, Forster, Burek et al. 2008).
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Abbildung 2: Schematische Grafik zum Aufbau der Tight Junctions der BHS

Die Tight Junctions werden aus Occludin und Claudin gebildet und sind Uber Zonula occludens
Protein 1 (ZO-1) und Zonula occludens Protein3 (Z0-3) mit dem Zytoskelett verbunden (Forster
2008). Abbildung von (Férster 2008). Open Access unter den Bedingungen der Creative Common
Attribution Noncommercial License.

1.4.2 Integrine

Integrine sind extrazellulare Matrixrezeptoren, die als Heterodimere aus einer a-
und einer B-Untereinheit aufgebaut sind. Bei Saugetieren sind 24
unterschiedliche Kombinationen fur Integrin afp-Heterodimere bekannt (Hynes
2002, Park and Goda 2016). Integrine stellen eine wichtige Verbindung zwischen
dem Zytoskelett und der extrazellularen Matrix her. Extrazellulare Signale kobnnen
Uber Integrine nach intrazellular Gbertragen werden und durch eine zellulare
Aktivierung eine erhdhte Rezeptorspezifitat generieren (Sastry and Horwitz 1996,
Giancotti and Ruoslahti 1999, del Zoppo and Milner 2006). Im Rahmen von
Entzindungsreaktionen kann ebenfalls ein verandertes Expressionsmuster von
Integrinen beobachtet werden. In Versuchen zur Wirkung von Dexamethason auf
die Induktion der Expression des Metalloproteinase-Inhibitors TIMP-1 mit der

murinen endovaskularen Endothelzelllinie aus der GroRhirnrinde von Mausen



(cEND) konnte gezeigt werden, dass das Expressionsverhalten von Integrin o1
umgekehrt proportional zu einem erhdhten Integrin av Expressionslevel nach
Gabe von TNF o ablauft (Forster, Kahles et al. 2007). In der Literatur gibt es
Hinweise, dass Integrine als Matrixadhasionsrezeptoren eine entscheidende
Rolle in der Integritat der BHS als Permeabilitdtsbarriere spielen und dass eine
verminderte Expression von Integrinen Modulation dieser Rezeptoren in
Zusammenhang mit dem Zusammenbruch der BHS einhergeht (del Zoppo and
Milner 2006). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die in einer
Computertomographie nachgewiesene Menge an Integrin av3 mit der Schwere

von Hirnverletzungen bei Schlaganfallen korreliert (Sun, Zeng et al. 2014).

1.4.3 Hirnodem und Hirndruck

Ein Hirnddem entsteht durch eine vermehrte Flussigkeitsansammlung im Gehirn
aufgrund einer vorrausgegangenen Schadigung der BHS, oder der Blut-Liquor-
Schranke. Es tritt haufig im Rahmen einer sekundaren Hirnschadigung nach
einem zerebral ischamischen Ereignis auf und kann in ein vasogenes und ein
zytotoxisches Hirnddem unterteilt werden (Klatzo 1967). Das zytotoxische
Hirnddem ist durch die intrazellulare Ansammlung von osmotisch aktiven
Substanzen wie H2O, CI- und Na* durch das Versagen der Zellvolumenkontrolle
gekennzeichnet. Ursachlich ist ein, aus einer Ischamie der Endothelzellen der
BHS, resultierender Mangel an Adenosintriphosphat (ATP) mit unzureichender
Funktion der Na'/K*-ATPase, die im physiologischen Zustand fur die
Aufrechterhaltung eines osmotischen Gradienten zur Zellvolumenregulation
notwendig ist (Simard, Kent et al. 2007, Jentsch 2016). Das vasogene Hirnddem
entsteht auf Grundlage einer gestorten Kapillarpermeabilitat mit Zusammenbruch
der Barrierefunktion der BHS, sodass osmotisch aktive Plasmaproteine und
Makromoleklile wie Albumin, Immunglobulin G und Dextran in den
Extrazellularraum einstromen kdnnen. Es kommt zu einer Hirnschwellung mit
Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP) (Simard, Kent et al. 2007), mit der
Gefahr einer zerebralen Ischamie und damit einhergehender Hypoxie. Deshalb
sind die Kontrolle des intrakraniellen Drucks und des zerebralen Perfusionsdruck

zentrale Bestandteile in der Therapie des erhdhten ICP (Larsen and Ziegenfuld



2019). Die Deutsche Gesellschaft fur Neurologie empfiehlt zur Behandlung des
raumfordernden ischamischen Schlaganfalls die Aufrechterhaltung der
Homodostase und eine fruhzeitige Entscheidung zur Entlastungstrepanation als
TherapiemalRnahmen. Verfahren, wie die Osmotherapie mit Mannitol oder
Hypothermie konnen nicht generell, empfohlen werden. Diuretika,
Glukokortikoide, Barbiturate, Hyperventilation und TRIS-Puffer werden zur
Hirndrucksenkung zur Zeit auch nicht empfohlen (Huttner H. et al.). Aufgrund der
wenigen allgemeinen Therapieansatze zur Behandlung von zerebral
ischamischen Ereignissen mit Hirnddem und gesteigertem Hirndruck ist es

notwendig, weitere Therapiemal3inahmen zu etablieren.
1.5 Stevia und Isosteviol-Natrium

Stevia ist ein naturlich vorkommender pflanzlicher Sul3stoff aus den Blattern der
Pflanze Stevia rebaudiana Bertoni und wurde schon lange als Stf3ungsmittel in
Sudamerika, besonders in Brasilien und Paraguay, genutzt (Ferrazzano, Cantile
et al. 2015). Die Blatter der Pflanze bestehen aus Steviolglykosiden, die sich aus
Steviosiden,  Rebaudiosiden  (A-F),  Steviolbiosiden und Isosteviol
zusammensetzten, welche fur den mittlerweile weltweit genutzten sifden
Geschmack der Pflanzenblatter verantwortlich sind (Momtazi-Borojeni, Esmaeili
et al. 2017). Isosteviol zeigt bisher in der Anwendung keine Nebenwirkungen, ist
nicht kardiotoxisch und madglicherweise auch in der koronaren
Reperfusionstherapie einsetzbar (Yin, Chen et al. 2017). Seine I6sliche Form ist
STVNA, das sich aufgrund seiner hohen Ldslichkeit und Bioverfugbarkeit als
mogliches Notfallmedikament eignen konnte. Die neuro- und kardioprotektive
Funktion von STVNA konnte bereits in einigen experimentellen Versuchen
nachgewiesen werden (Hu, Sun et al. 2016, Zan, Zhang et al. 2018, Chen, Beng
et al. 2019, Zhang, Lu et al. 2019, Zhong, Lu et al. 2019).

1.6 Glukosetransporter

Glukose ist fur die Zellen des Gehirns und der BHS ein wichtiger Energielieferant.
Der uber das SLC2A1 Gen codierte Glukosetransporter GLUT1 ist mal3geblich
am Glukosetransport Uber die BHS beteiligt (Maher, Vannucci et al. 1994). Eine



schadensabhangige Expression von SGLT1 und GLUT1 konnte im Mausmodell
bereits nachgewiesen werden (Wais 2012). GLUT1 ist ein insulinunabhangiger
klassischer Uniporter, der Uber den Konzentrationsgradienten von Glukose
angetrieben wird. Pro Molekul Glukose werden ca. 40 Molekule Wasser
transportiert (MacAulay and Zeuthen 2010), die bei einer erhdhten Expression
von GLUT1 zu einer vermehrten Wasseransammlung in den Zellen der BHS
fuhren kann. Neben GLUT1 kann auch der Natrium Glukose Kotransporter
SGLT1 im Gehirn nachgewiesen werden (Koepsell 2017). Uber einen von der
Natrium-Kalium-ATPase aufrechterhalten = Konzentrationsgradienten  wird
Glukose sekundar aktiv. zusammen mit Natrium von extrazellular nach
intrazellular transportiert. Da dieser Transport von der Leistung der Natrium-
Kalium-ATPase abhéngig ist wird er als sekundér aktiv bezeichnet (Wright, Loo
et al. 2011). In experimentellen Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass
eine verminderte Expression von SGLT1 mit einem vermindertem
Infarktvolumen, einem reduzierten Hirnbdem und verbesserten motorischen

Fahigkeiten nach einem SHT assoziiert ist (Sebastiani, Greve et al. 2018).

1.7 Ziel dieser Arbeit

Eine haufige Ursache fur zerebrale ischamische Episoden sind Schlaganfalle,
Schadel-Hirn-Traumata und Herz-Kreislauf-Stillstande, deren Behandlung sich in
standiger Weiterentwicklung befindet und bis heute nicht abschlieRend erforscht
wurde. Sobald eine primare irreversible Hirnschadigung eingetreten ist, folgt im
Nachgang eine sekundare Schadigung, die sowohl inflammatorischer als auch
odematdser Genese sein kann. Aktuell gibt es Hinweise, dass Isosteviol-Natrium
(STVNA) einen neuroprotektiven Effekt nach fokalen zerebralen ischamischen
Episoden im Tiermodell hat (Hu, Sun et al. 2016). Das Ziel dieser Arbeit war einen
neuroprotektiven Effekt von STVNA in einem in vitro Modell des Schlaganfalls in
einer mikrovaskularen endothelialen Zelllinie aus der Kleinhirnrinde von Mausen
(cerebEND) nachzuweisen. Da es wahrend eines Schlaganfalls durch die

unterbrochene Blutzufuhr zu einem ausgepragten Mangel an Sauerstoff und



Glukose kommt, hat sich das Verfahren der Oxygen-Glucose-Deprivation (OGD)
als in vitro Modell des Schlaganfalls bewahrt (Kleinschnitz, Blecharz et al. 2011).
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnten sich neue Ansatze fur die
praklinische und klinische Therapie zur Reduktion von sekundaren Hirnschaden
nach zerebral ischamischen Ereignissen entwickeln. Diese Arbeit entstand in
Kooperation der experimentellen  Anasthesie (AG  Forster) des
Universitatsklinikums Wdurzburg mit dem Lehrstuhl fir Pharmazie und
Lebensmittelchemie und dem Lehrstuhl fur Biotechnologie und Biophysik der

Universitat Wirzburg.



2 Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt sind tabellarisch die verwendeten Substanzen, Gerate,

Materialien, Western Blot Antikérper, gRT-PCR Antikorper, Kits und
Zellkulturmedien aufgelistet.

2.1 Material

2.1.1 Substanzen

Tabelle 1: Verwendete Substanzen

Substanz Hersteller

Aceton Sigma Aldrich

Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH A2941

Bovine Serum Albumine (BSA) Sigma Aldrich A7906

cOmpIetg . .TM Ultra Tablets Roche 05892970001
Proteaseinhibitor

Destiliertes Wasser B. Braun Melsungen AG 00088992
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich

DMEM-high glucose 4,549/l
DMEM-No Glucose
Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)
GAPDH (TagMan Sonde)
Gelatine

Glycerol

Glycine

Isopropanol

Isosteviol 680 mg, 2.1 mmol
Luminol 97%

Methanol

Milchpulver
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine
(TEMED)

NaCl

NaOH

Natriumazid
Natriumfluorid
Natriumhydroxid, 1 mol/L
Nucleasefreies Wasser

Sigma-Aldrich D5796
Thermo Fisher Scientific 11966925
Th.Geyer

Merck S0115

ThermoFisher scientific
Serva 22151

Invitrogen

AppliChem 131340.1211
Sigma Aldrich 19516
Carboluten Chemicals GmbH
Sigma Aldrich A8511
Honeywell Riedel-de-Hen
AppliChem 2710453

Sigma T9281

Sigma Aldrich 31434

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Merck

Thermo Fisher Scientific AM9937
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p-Cumarsaure

PBS ohne Mg2+ Ca2+

Penicillin / Streptomycin
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Sigma Aldrich C9008
Sigma-Aldrich
Merck A2213
Sigma Aldrich D8537

Poly-D-Lysine Thermo Fisher Scientific
Proteinmarker “PageRuler™  Plus

Prestained Protein Ladder”, | Thermo scientific 414465
10-250 kDa

RNase away Sigma Aldrich
RNase-freies Wasser Invitrogen

RNase-Inhibitor
Rotiphorese ® Gel 30 Acrylamid
Salzsaure, 1 mol/L
SDS

Sodium Deoxycholate
R-Aktin
3-Mercaptoethanol
THF

Tris Pufferan®

Triton X-100

Trypsin

Tween-20
Wasserstoffperoxid

2.1.2 Gerite

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Applied biosystems

Carl Roth GmbH+Co. KG 3029.2
Roth

AppliChem

Sigma Aldrich D6750
Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich M6250

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth GmbH+ Co. KG 3029.2
Sigma Aldrich

Biochrom

Sigma Aldrich 9005-64-5

Sigma Aldrich 216763

Gerate Hersteller

Avanti J-30I BECKMAN
Bruker AV400 Instrument Bruker Biopsin
CCD-Kamera uEYE, IDS GmbH

Centrifuge 5415 C

Centrifuge 5418 R
Elektrophoresekammer

FluorChem FC2 Imaging System
Gefrierschrank -80°

Gefrierschrank -20°C

Haraeus Megafuge 16 R

Heizblock Dri-Block© heaters DB28

Eppendorf

Eppendorf

Bio Rad Laboratories

Alpha Innotech

Thalheimer Kihlung GmbH+Co
Liebherr

Thermo Fisher Scientific
Techne
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Heracell TM 150i Co2 Inkubator
Inkubator C60

Klhlschrank profiline
Lichtmikroskop

Magnetrihrer GLW M21

Thermo Fisher Scientific
Labotec GmbH
Lieberherr

Leitz DMRM

GLW Gesellschaft fur Laborbedarf
GmbH

Microspin FV-2400 Personal Spin- Biosan
Vortex
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss

Nanodrop-2000
Reagnezglasmixer Mini-Vortexer
Rotationsverdampfer

StepOne Plus gPCR Maschine
Steri-Cult 200 Incubator
Sterilbank Heraeus© HERA-safe©
Sunrise

Thermal Cycler 2720

Transferkammer fir Western Blot

Ultraschall-Homogenisator
uwa3080

Vortex GLW L46
Zentrifuge PerfectSpinP

2.1.3 Material

Tabelle 3: Verwendetes Material

Material

Sonoplus

Thermo Fisher Scientific
A. Hartenstein GmbH
Buchi™

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
TECAN

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Dandelin  electronic
Co.KG

GLW Gesellschaft fur Laborbedarf
GmbH

Thermo Fisher Scientific

GmbH und

Hersteller

6-Well Zellkulturplatten

95-Well Zellkulturplatte
Biosphere® sterile Filter Tips 0,5-
20 pl

Biosphere® sterile Filter Tips 100-
1000 pl

Biosphere® sterile Filter Tips 2-100

pl

Filterpapier
Glas-Pasteurpipetten
Glasplatte, klein
Glasplatte 1,5 mm
Gummimembran

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Sarstedt AG und Co

Sarstedt AG und Co

Sarstedt AG und Co
Bio-Rad Laboratories
Brand GmbH und Co KG
BioRad Laboratories
BioRad Laboratories
BioRad Laboratories
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Halterung WB

Insulinspritze Omnican® 40

Kamm

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

PDMS-Kammer
Pipette 10 pl
Pipette 100 pl

Pipette 1000 ul
Polyvinylidendifluorid (PVDF)
Membran

Steriles 15ml Tube
Stromquelle

T25 und T75 Zellkulturflaschen
Transferkammer

Tube 1,5ml

Western Blot Gel Halterung
Wortmen-Papier

Zellschaber 25cm

2.1.4 Western Blot Antikorper

Biometra

B.Braun Melsungen AG

BioRad Laboratories

Thermo Fisher Scientific
Lehrstuhl fur Biotechnologie und
Biophysik

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG
BioRad Laboratories
Biorad Laboratories
Sarstedt AG und Co
Biometra

Greiner Bio One
BioRad Laboratories
GE Healthcare
Greiner Bio One

Tabelle 4: Verwendete Western Blot Antikorper

Zielprotein | Hersteller Konzentration | Sek. Antikorper
Claudin 5 | Invitrogen 1:500 Roche Lumi Light Plus
35-2500 1%BSA/PBS | Western Blotting Kit
(Mouse/Rabbit) 12015218001
1:3000 1%BSA/PBS
Occludin ACRIS 1:100 Santa Cruz Goat anti guinea
AP26410PU- | 1%BSA/PBS | pig IgG-HRP Sc-2438 1:5000
N 1%BSA/PBS
GLUT 1 EMD Milipore | 1:2000 CellSignaling Technology
07-1401 5%Milch/PBS | 7074S 1:3000 1%BSA/PBS
R-Aktin Sigma Aldrich | 1:25.0000
A3854 1%BSA/PBS
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2.1.5 gRT-PCR Antikorper

Tabelle 5: Verwendete qRT-PCR Antikérper

Gene Symbol

Taq Man Sonde | Assay ID

GLUT-1 MmO01192270_m1
Claudin 5 MmO00727012_s1
Integrin a1 MmO01306375_m1
Integrin av MmO00434486_m1
Canx MmO00500330_m1

2.1.6 Verwendete Kits

Tabelle 6: Verwendete Kits

Kit

slc2a1
cldn5
Itga1
Itgav
Canx

Hersteller

NucleoSpin® RNA Plant
High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Taq Man Fast Advanced Master Mix
BCA-Protein Assay Kit

2.1.7 Verwendete Zellkulturmedien

Macherey-Nagel 740949.10
Thermo Scientific 43688814

Applied Biosystems 4444557
Thermo Scientific 23225

Tabelle 7: Zusammensetzung des Zellkulturmediums

Substanz Hersteller
500 ml DMEM Sigma Aldrich D5796
10% FCS Sigma Aldrich F7524

100 U/ml Penicillin/Streptomycin | Biochrom A2213

Tabelle 8: Zusammensetzung des Differenzierungsmediums

Substanz Hersteller
500 ml DMEM Sigma Aldrich D5796
1% FCS Sigma Aldrich F7524

100 U/ml Penicillin/Streptomycin | Biochrom A2213

Tabelle 9: Verwendetes OGD Medium

Substanz | Hersteller

DMEM, no glucose, no glutamine,
no phenol red

Gibco A1443001
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2.2 Methoden

2.21 Herstellung von Isosteviol-Natrium

Die Chemikalien wurden von den Firmen Carboluten Chemicals GmbH (St.
Ingbert, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) bezogen
und wurden ohne weitere Aufbereitung verwendet. 'H (400.132 MHz) NMR
Spektren wurden auf einem Bruker AV400 Instrument (Bruker Biopsin)
aufgenommen. Als interner Standard wurde das Signal eines deuterierten

Ldsungsmittels genutzt (DMSO-ds: 2.5 ppm).

.||I\//O -|||\//O
Tovnnnn NaOH dEARNANN
O=2" THF O="
\ o\
OH 0] N
Na
[sosteviol [sosteviol Sodium

Abbildung 3: Formel zur Herstellung von STVNA.

Isosteviol (680 mg, 2.1 mmol) wurde in THF (70 ml) geldst und mit 8 M NaOH
(286 pL, 2.2 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur
30 Minuten (min) geruhrt. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt wurde, erhalt man das STVNA als weiles Salz. Ausbeute: 680 mg (2.0
mmol, 95 %). In Abbildung 4 sind NMR Aufnahmen von Isosteviol und STVNA
dargestellt. In der NMR Aufnahme von STVNA ist ein Verlust des Saureprotons
an Position 11,7 (ppm) und ein Shift der Methylgruppen im Vergleich zur NMR
Aufnahme von Isosteviol zu beobachten. Dadurch kann eine erfolgreiche

Reaktion und die Reinheit des hergestellten STVNA bestatigt werden.
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Abbildung 4: NMR STVNA
Das Fehlen des Sé&ureprotons an Position 11,97 (ppm) und ein Shift der Methylgruppen
bestatigen die Reinheit des Produktes.

2.2.2 Zellkulturmethoden

Die Zellversuche wurden mit im Labor etablierten cerebEND Zellen durchgefuhrt.
Diese Zelllinie besteht aus immortalisierten mikrovaskularen Endothelzellen aus
der Kleinhirnrinde von neonatalen Mausen, deren Gewinnung bereits in
vorherigen Arbeiten beschrieben wurde (Silwedel and Forster 2006, abm 2019).
Die cerebEND Zellen wurden in mit 0,5 % Gelatine in Wasser beschichteten, 75
cm? grofRen Zellkulturflaschen (T-75, 250 ml, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen) in einem Brutschrank (Steri-Cult 200 Incubator, Thermo Fisher
Scientific) bei 5 % CO2 und 37 Grad Celsius (°C) in 20 Milliliter (ml)
Zellkulturmedium pro Flasche gelagert. Alle zwei bis drei Tage erfolgte ein
Mediumwechsel, bei dem das alte Zellkulturmedium unter einer sterilen
Werkbank (Herasafe® Heraeus®) abgesaugt und durch 20 ml frisches
Zellkulturmedium ersetzt wurde. An jedem siebten Tag mussten die cerebEND
Zellen im Verhaltnis 1:3 gesplittet werden. Dazu wurden die cerebEND Zellen
einer 75cm? Zellkulturflasche unter einer sterilen Werkbank zweimal mit PBS
(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) gewaschen und mit 2 ml Trypsin
(Biochrom) vorsichtig abgelost. Die Flasche wurde mit 58 ml Zellkulturmedium
aufgeflllt und vorsichtig geschittelt, sodass sich die Zellen gleichmalig im
Medium verteilen konnten. Anschliel3end konnten jeweils 20 ml Zellsuspension
in neue mit 0,5 % Gelatine in Wasser beschichtete 75 cm? Zellkulturflaschen

uberfuhrt werden. Danach wurden die Zellen in dem Brutschrank (Steri-Cult 200
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Incubator, Forma Scientific) bei 5 % CO2 und 37 °C gelagert. Nach einer
Wachstumsphase von 7 Tagen konnten die bis dahin konfluent gewachsenen
Zellen einer 75 cm? Zellkulturflasche gesplittet und auf mit 0,5 % Gelatine in
Wasser beschichtete 6-Well Zellkulturplatten (Thermo Fisher Scientific) ausgesat

werden.
2.2.3 Sauerstoff-Glukose-Entzug und Behandlung mit STVNA

Als in vitro Modell des Schlaganfalls wurde das Verfahren der OGD genutzt
(Goldberg and Choi 1990). Damit sich die cerebEND Zellen vor dem Verfahren
nicht weiter ausdifferenzieren konnten, wurde 24 h vor dem Verfahren ein
Mediumwechsel unter einer sterilen Werkbank vorgenommen. Die cerebEND
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und es folgte anschlieRend ein
Wechsel auf ein Medium mit 1% FCS (Merck) in DMEM (Sigma-Aldrich). Nach
dem Mediumwechsel wurden die Zellen fur 24 h in einem Brutschrank (Steri-Cult
200 Incubator, Forma Scientific) gelagert. Nach 24 h wurden die Zellen aus dem
Brutschrank geholt und unter einer sterilen Werkbank zweimal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend erfolgte bei der OGD Versuchsgruppe ein
Mediumwechsel auf ein glukose- und pyruvatfreies Medium (Thermo Fisher
Scientific) mit 1 % FCS und bei der Kontrollgruppe auf ein Medium mit 1 % FCS
in DMEM. Nach dem Mediumwechsel wurde die OGD Gruppe fur 4 Stunden in
einem CO2 Inkubator (Heracell 150i, Thermo Scientific) bei 37 °C, 5 % CO und
1 % O2 gelagert (Kleinschnitz, Blecharz et al. 2011). Die Normoxie Gruppe wurde
fur 4 h in einem Brutschrank (Steri-Cult 200 Incubator, Forma Scientific) bei 5%
CO2 und 37°C gelagert. Nach 4h wurden beide Versuchsgruppen aus ihrem
jeweiligen Inkubator geholt und zweimal mit PBS gewaschen. Im Anschluss fand
bei allen Gruppen ein Wechsel auf ein Medium mit 1% FCS mit einem Gehalt von
0, 1,5, 10 und 20 mg/l STVNA und eine Inkubation von 0 h, 4 h und 24 h in einem
Brutschrank (Steri-Cult 200 Incubator, Forma Scientific) bei 5 % CO2und 37 °C
statt.
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2.2.4 Proteinernte

Die cerebEND Zellen wurden nach einer jeweiligen Reoxygenierungszeit von 0
h, 4 h, und 24 h aus dem Brutschrank (Steri-Cult 200 Incubator, Forma Scientific)
geholt und unter einer sterilen Werkbank zweimal mit eisgekihltem PBS
gewaschen. In jede Vertiefung wurden 130 Mikroliter (ul) gekuhlter RIPA Puffer
und 20 ul gekuhlter Proetease Inhiobitor Cocktail (Roche) hinzugegeben. Mit
einem Spatel wurden die cerebEND Zellen vorsichtig abgeschabt, in Eppendorf
ReaktionsgefalRe uberfuhrt und auf Eis gelagert. Die Aufbereitung der Proben
erfolgte mit einem Ultraschall-Homogenisator (Bandelin SONOPULS) auf Eis.
AnschlieBend wurden die aufbereiteten Proben fur 10 min bei 10.000
Gravitationsbeschleunigungen (G) und 4°C in einer Zentrifuge (Eppendorf
Centrifuge 5418 R) abzentrifugiert. Der Uberstand der einzelnen Proben wurde

in ein neues Eppendorf Reaktionsgefal® Uberflhrt und auf Eis gelagert.
2.2.5 Proteinmengenbestimmung

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte mit der Bicinchoninsaure — Methode
(Smith, Krohn et al. 1985) und einem BCA-Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). In jedes bendtigte Well einer 95-Well Zellkulturplatte (Thermo Fisher
Scientific) wurden 22 ul H2O (B Braun), 3 ul der jeweiligen Probe und 200 pl der
BCA- Reaktionslosung gegeben. Durch eine auf der gleichen 96-Well
Zellkulturplatte aufgetragenen Kalibrierungsreihe und eine 30-mindtige
Inkubation in einem Brutschrank (Forma Scientific Steri-Cult 200 Incubator) bei 5
% CO2 und 37 °C konnte, nach Abkuhlung der Platte auf Raumtemperatur, eine
Proteinbestimmung mit einem Spektralphotometer (TECAN sunrise) bei 540 nm
durchgefuhrt werden. Fur die nachfolgende Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-
Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde von jeder Probe eine entsprechende
Proteinmenge fur 20 ug entnommen und mit 4X Lammli und darin enthaltenen 6

% R-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich) auf 20 ul aufgefullt.
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2.2.6 Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Das Verfahren der SDS-PAGE ermdglichte die Auftrennung von unterschiedlich
grollen Proteinstrukturen im elektrischen Feld. Um die Struktur und
unterschiedlichen Ladungszustande der einzelnen Proteine aufzulésen, wurde
zu den Proteinproben SDS (AppliChem) im Uberschuss hinzugegeben. Die
Proteinproben wurden durch Laemmli separiert (Laemmli 1970). Um die
Polymerisation des bendtigten Sammelgels und Trenngels in die Wege zu leiten,
wurde Ammoniumpersulfat (AppliChem) und zur Katalyse dieser Reaktion
Tetramethylethylendiamin (Sigma) genutzt. Zur Herstellung des Sammelgels
wurden eine 1,5 Millimeter (mm) Glasplatte (BioRad Laboratories) und eine dazu
passende kleinere Glasplatte (BioRad Laboratories) in eine Halterung (BioRad
Laboratories) eingespannt und nach unten mit einer Gummimembran (BioRad
Laboratories) abgedichtet. Zwischen die Glasplatten wurde das Trenngel
eingefullt und mit Isopropanol (Sigma Aldrich) Uberschichtet. Das Isopropanol
wurde abgegossen und oberhalb des ausgeharteten Trenngels wurde das
Sammelgel bis zur Oberkante der Glasplatten hinzugegeben. Ein an die Grolie
der Glasplatten angepasster Kamm (BioRad Laboratories) wurde in das noch
flussige Sammelgel eingebracht. Nach 30 min wurde das fertige Gel in eine
vertikale Elektrophoresekammer (BioRad Laboratories) eingebaut. Das Innere
der Elektrophoresekammer wurde bis zum Uberlaufen mit Elektrophoresepuffer
geflllt. Beim Befullen der duleren Kammer wurde darauf geachtet, dass der
Flussigkeitsspiegel unterhalb des inneren Flussigkeitsspiegels lag. Der Kamm
wurde aus dem Sammelgel entfernt und die Geltaschen wurden mit
Elektrophoresepuffer gespult, um Gbrig gebliebene Gelreste zu entfernen. In die
auleren Taschen wurden jeweils 3 ul Marker (Proteinmarker “PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder”, 10-250 kDa, Thermo Fisher Scientific) gefullt. Um
ein gleiches Volumen in allen Geltaschen zu erhalten, wurden die Taschen mit
4X Lammli und RIPA mit Proteinaseinhibitor (Roche) auf 20 ul aufgefullt. Die
gefrorenen mit 4X Lammli und 6 % R-Mercaptoethanol versetzten Proteinproben
wurden in einem Heizblock (Dri-Block DB 2A, Techne) fur fUnf Minuten auf 70 °C

erhitzt. In jede Geltasche wurden jeweils 20 Mikrogramm (ug) in 20 ul in die
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entsprechenden Geltaschen aufgeladen. Die Elektrophoresekammer wurde an
eine Stromquelle (PowerPacTM HC High-Current Power Supply, BioRad
Laboratories) mit 60 Volt angeschlossen, bis die Proteine durch das Sammelgel
gelaufen waren. Sobald die Bande des Markers im Trenngel angekommen war,
wurde die Spannung auf 135 Volt erhért. Sobald die Lauffront ca. 5 mm von der
Unterkante des Trenngels entfernt war, wurde die Stromquelle abgeschaltet. In
den folgenden Tabellen wird die Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers,
des Trenngels, des Sammelgels, des RIPA-Puffers und des 4X-Lammli-Puffers

dargestellt.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers

900 ml
159
72 g
59

Destilliertes Wasser
Tris

Glycin

SDS

Tabelle 11: Zusammensetzung des Trenngels (12 %)

3,35 ml H20
4 ml  Acrylamid/BIS (30:2)
2,5ml 3M Tris pH 8,8
100 ul 10% SDS
100 I 10% APS
6 ul TEMED

Tabelle 12: Zusammensetzung des Sammelgels

3,48 ml
850 ul
625 pl

50 pl
50 pl
5ul

H20

Acrylamid/BIS (30:2)
3M Tris pH 6,8

10% SDS

10% APS

TEMED
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Tabelle 13: Zusammensetzung des RIPA-Puffers

50 mM Tris pH 8,0
150 mM NaCl
0,1% SDS
0,5 % Sodium Deoxycholate
1% NP 40

Tabelle 14: Zusammensetzung des 4X Lammli-Puffers

8 % SDS
40 % Glycerol
0,004 % Bromphenol blue
0,250 M Tris HCL pH6,8
6 % R-Mercaptoethanol

2.2.7 Western Blot

Um eine Antikorperbindung an die Proteine zu ermdglichen, wurde die Methode
nach Kyhse-Andersen verwendet (Kyhse-Andersen 1984). Anstatt Nitrozellulose
wurde eine stabilere Polyvinylidenflourid (PVDF) -Membran (BioRad
Laboratories) als Proteintrager verwendet. Das Trenngel wurde bei
Raumtemperatur aus der Elektrophoresekammer ausgebaut und in einen mit
Towbin-Puffer getrankten Semidry-Blotting Sandwich bestehend aus beidseitig
aufgelegtem Vlies mit Wortmen-Papieren (GE Healthcare) und in der Mitte
eingelegter mit 100 % Methanol (Sigma Aldrich) vorbehandelter PVDF-Membran
uberfuhrt. Das Semidry-Blotting Sandwich wurde mit einer Halterung (Biometra)
in ein Transfergerat (Biometra) eingebaut. Durch einen zur ursprunglichen
Laufrichtung angelegten Stromfluss von 40 Milliampere pro Gel, wurden die im
Trenngel separierten Proteine bei 4 °C Uber Nacht auf die immobilisierende
PVDF-Membran Ubertragen. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran mit
einer Pinzette aus dem Semidry-Blotting Sandwich herausgenommen und fur 1
h mit 5 % Magermilch (Carl Roth) (w/v) in PBS geschwenkt. Anschlie3iend wurde
die Magermilch verworfen und es erfolgte die Zugabe des Primarantikorpers Uber
Nacht bei 4 °C. Am nachsten Morgen wurde die Losung mit dem Primarantikorper
abgekippt und die PVDF-Membran wurde dreimal fur 10 min in PBS mit 0,1 %
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Tween 20 (Sigma Aldrich) gewaschen. Im nachsten Schritt wurde die Membran
fur 20 min in PBS mit 5 % Magermilchpulver (Carl Roth) eingelegt. Anschliel3end
wurde die Magermilch verworfen und der sekundare Western-Blot Antikdrper
hinzugegeben. Nach 1h wurde der sekundare Antikérper verworfen und die
PVDF-Membran wurde dreimal fur 10 min in PBS mit 0,1 % Tween 20 (Sigma
Aldrich) gewaschen. Eine Darstellung der in der PVDF-Membran enthaltenen
Proteine wurde durch die Methode der Elektrochemilumineszenz (ECL-Methode)
ermoglicht (Whitehead, Kricka et al. 1979). Fir die Entwicklerldosung wurden
jeweils 4 ml ECL | mit 4 ml ECL Il gemischt und zu der PVDF Membran in einer
Lichtgeschutzen Box gegeben, sodass die Entwicklerlosung die PVDF- Membran
vollstandig bedeckte. Nach 2 min wurde die PVDF-Membran mit einer Pinzette
aus der Entwicklerlésung genommen und mit einem Imagen FlourChem FC2
(Cell Biosciences) und der Software (AlphaView Version 1.3.0.7, Innovatech
Corporation) entwickelt. Nach dem Entwickeln wurde die Membran mit einer
Pinzette in PBS mit 0,1 % Tween 20 (Sigma Aldrich) gelegt. Anschliel3end wurde
die PVDF-Membran fur 5 min mit destilliertem H20 (Braum), 5 min mit 0,2M
NaOH (Merck), 5 min destilliertem H20 (Braun) und 10 min in PBS mit 0,1 %
Tween 20 (Sigma Aldrich) gestrippt. Eine Aufbewahrung der gestrippten PVDF-
Membranen erfolgte lichtgeschitzt in PBS mit 0,1 % Tween 20 (Braun) bei 4 °C.

Tabelle 15: Zusammensetzung der ECL | Lésung

250 mM Luminol
90 mM Perchlorsaure (PCA)I
1M Tris (PH 8,8)

Tabelle 16: Zusammensetzung der ECL Il Lésung

32 ul Wasserstoffperoxid
5ml Tris 1M (pH8,8)
ad 50 ml  dH20
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Tabelle 17: Zusammensetzung des Runningpuffers 10X (pH 8,8-9,2)

11 Destilliertes H2O
39 mM Glycine
48 mM Tris
1,3mM 10% SDS

Tabelle 18: Zusammensetzung des Transferpuffers

21 Destilliertes H.O
250 mM Glycine
0,1% 10 % SDS

2.2.8 RNA-Isolation

Die Ribonukleinsaure-Isolation erfolgte nach dem NucleoSpin® RNA-Protokoll.
Die cerebEND Zellen wurden aus dem Brutschrank (Steri-Cult 200 Incubator,
Forma Scientific) geholt und unter einer sterilen Werkbank (Herasafe HS15,
Heraeus) zweimal mit PBS gewaschen und mit 350 ul RA1 Puffer (Machery-
Nagel) und 3,5 ul R-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich) pro Vertiefung behandelt.
Anschlieend wurden die Zellen mit einem sterilen Zellschaber (Greiner BioOne
Sarstedt) abgeschabt und in ein steriles 1,5 ml Cap uberfuhrt. Die Zellstruktur der
Zellen wurde mit einer sterilen Spritze (Insulinspritze Omnican®, B. Braun
Melsungen AG) durch zehnmaliges Aufziehen aufgespalten. Um das Zelllysat zu
reinigen und die Viskositat zu reduzieren wurden die einzelnen Proben auf einen
NucleoSpin®Filter (violet ring) in einem sterilen 2 ml Cap pipettiert und bei 11.000
G fur eine Minute zentrifugiert (Centrifuge 5415C, Eppendorf). Nach der
Zentrifugation wurde der NucleoSpin®Filter (violet ring) verworfen und 350 pl
Ethanol 70 % (Sigma Aldrich) zu dem im Cap befindlichen Zelllysat
hinzugegeben, um die anschlieRende Bindung der RNA an der NucleoSpin®RNA
Saule (light blue ring) zu verbessern. Das mit Ethanol vermischte Zellysat wurde
auf eine in einem sterilen Cap steckende NuceloSpin®RNA Saule (light blue ring)
nach zwei bis dreimaligem auf- und ab-pipettieren Gberfuhrt. AnschlieRend wurde
das Zelllysat bei 11.000 G fur 30 Sekunden zentrifugiert (Centrifuge 5415C,
Eppendorf). Nachfolgend wurden 350 ul MDB Puffer (Mebrane Desalting Buffer)
auf die NuceloSpin®RNA Saule (light blue ring) hinzugegeben und es erfolgte

eine Zentrifugation bei 11.000 G fur eine Minute. Durch die Hinzugabe von 95 pnl
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DNase Reaktionsmix und einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei
Raumtemperatur, wurde die sich in der NuceloSpin® RNA Saule (light blue ring)
befindliche DNA verdaut. Mit 200 ul RAW2-Puffer (Machery-Nagel) wurde die
Aktivitat der DNase beendet und es erfolgte eine Zentrifugation fur 30 Sekunden
(Centrifuge 5415C, Eppendorf) bei 11.000 G. Danach wurde die NuceloSpin®
RNA Saule (light blue ring) in ein neues nukleasefreies Cap Uberfuhrt. Auf die
NuceloSpin® RNA Saule (light blue ring) wurden 600 pul RA3 Puffer gegeben und
es folgte eine Zentrifugation bei 11.000 G fur 30 Sekunden. Der Durchfluss am
Boden des Caps wurde verworfen und die NuceloSpin® RNA Saule (light blue
ring) wurde erneut in dem Cap platziert und unter Zugabe von 250 ul RA3 Puffer
fur 2 min bei 11.000 G zentrifugiert (Centrifuge 5415C, Eppendorf). Um die RNA
herauszuwaschen, wurde die NuceloSpin® RNA Saule (light blue ring) in ein
neues nukleasefreies Cap Uberfuhrt, mit 40 ul RNase freiem H>O (Machery
Nagel) beflllt und bei 11.000 G fur 1 min zentrifugiert. Die RNA Saule (light blue
ring) wurde verworfen und das Cap, mit der im Durchfluss enthaltenen RNA,
verschlossen und auf Eis gelagert. Mit einem Spektromer (NanoDrop 2000
Spectrophotometer, Thermo Scientific) wurde die RNA Konzentration der
jeweiligen Proben erhoben. AbschlieRend wurden die RNA Proben bei -80 °C
gelagert.

2.2.9 cDNA Herstellung

Die Herstellung der cDNA erfolgte mit dem High-Capacity cDNA Archive Kit
(Applied Biosystems). In ein nukleasefreies 0,2 ml Caps wurden 6,8 pl
Mastermix, 0,4 ug der RNA Probe und die entsprechende Menge nukleasefreies
H2O fir ein Gesamtvolumen von 20 ul pipettiert. In einem Thermal Cycler
(Thermal Cycler, 2720, Applied Biosystems) wurden die 0,2 ml Caps flr 10 min
bei 25 °C, 120 min bei 37 °C und fur 5 min bei 85 °C inkubiert. Anschlief3end
konnten die Caps bei Bedarf bei -20 °C gelagert werden.
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Tabelle 19: Zusammensetzung flr 6,8 pl Mastermix

2 yl 10x RT Buffer
0,8 ul 25x dNTP Mix (100mM)
2 yl 10x RT Random Primer
1yl Multiscripe Reverse Transkriptase
1 Ml RNAse Inhibitor

2.2.10 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion

Die Methode der quantitativen Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)
ermdglichte eine Vermehrung der zu untersuchenden DNA-Sequenzen, die im
Anschluss mit TagMan Sonden nachgewiesen werden konnten. Die cDNA
Proben wurden 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdinnt. In die jeweiligen Wells
einer 96 Well Zellkulturplatte (Thermo Fisher Scientific) wurden 11 uyl Taqg Man
Fast Advanced Master Mix mit der jeweiligen qRT-PCR-Sonde und 9
verdinnte cDNA gegeben. Als endogene Kontrollsonde wurde Canx verwendet.
Die gRT-PCR-Platten wurden mit einer sterilen Folie abgeklebt und in die qRT-
PCR-Maschine (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems) uberfuhrt.
Wahrend der gRT-PCR wurde die 96-Well Platte fur 15 Minuten auf 95 °C erhitzt,
sodass die Enzyme aktiviert werden konnten. Danach folgten 50 Zyklen bei 96
°C fur 15 Sekunden und bei 60 °C fur 1 Minute. Die Ergebnisse der gqRT-PCR
wurden mit der endogenen Canx Kontrollgruppe verglichen und mit der
zugehdrigen Software (Sequence Detection Software Version 1.4, Applied

Biosystems) ausgewertet.

2.2.11 Optische Volumenbestimmung

Um einen Effekt von STVNA auf das Volumen von cerebEND Zellen nach 4 h
OGD nachzuweisen, wurde ein etabliertes Verfahren zur optischen
Volumenbestimmung genutzt (Andronic 2014, Andronic, Shirakashi et al. 2015).
Die cerebEND Zellen wurden fir 5 Tage nach dem Standardprotokoll fur
Zellkultur in einem Brutschrank (Steri-Cult 200 Incubator, Forma Scientific) bei 5
% CO2 und 37 °C inkubiert (abm 2019). Am 6. Tag erfolgte ein OGD Verfahren
(Gwag, Lobner et al. 1995) und eine gleichzeitige Behandlung mit 0 mg/l, 10 mg/I
und 20mg/l STVNA. Nach dem OGD Verfahren wurde schnellstmdglich eine
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optische Volumenbestimmung durchgefuhrt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und mit 300 pul Trypsin abgeldst. Im Anschluss wurden 1,5 ml
Zellkulturmedium pro Well hinzugegeben und die jeweilige Zellsuspension in ein
50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt. Abbildung 5 zeigt eine vom Lehrstuhl far
Biotechnologie und Biophysik hergestellte Polymethylsiloxan-Kammer (PDMS-
Kammer) die mit einem mit Poly-D-Lysin (Thermo Fisher Scientific)
beschichteten Deckglaschen nach oben abgedeckt wurde. Anschlielend wurde
mit einer Spritze ein Teil der Zellsuspension aus dem Falconréhrchen

entnommen und Uber einen Dreiwegehahn in die PDMS-Kammer injiziert.

Mikroskop mit CCD Kamera

- Zellen

ra ] Deckglas

Zufluss Abfluss

Licht

Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer PDMS-Kammer
Modifizierte Grafik nach einer Abbildung von Dr. Joseph Andronic aus dem Institut fur
Biotechnologie der Universitat Wirzburg (Andronic 2014).

Die PDMS-Kammer wurde auf die Seite des Deckglaschens gedreht, damit sich
die cerebEND Zellen an dem Deckglaschen anheften konnten. Nach 20 min
wurde die PDMS-Kammer wieder mit dem Deckglaschen nach oben gedreht und
die Zellen konnten unter einem Lichtmikroskop (Leica Leitz DMRM, Hamburg,
Germany) bei 20-facher Vergrofierung betrachtet werden. Mit einer CCD-Kamera
(UEYE, IDS GmbH, Obersulm, Deutschland) und dem Programm uEye (IDS
GmbH, Obersulm, Deutschland) wurden die Zellen auf einem Bildschirm
visualisiert. Uber ein Makro wurde ein Farbbild in ein Graustufenbild

umgewandelt und im Programm Imaged geoffnet. Mithilfe eines weiteren Makros
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konnte die Pixelzahl pro Flache und somit auch der Radius ermittelt werden. Uber
ein Skript im Programm Origin war es moglich den Radius nicht mehr in Pixel,
sondern in Mikrometern (um) darzustellen (117 Pixel= 50 um). Mit dem Radius
konnte das Volumen der einzelnen Zellen annahrend berechnet werden (V=
4/3*1*r3).

2.2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten aus den Versuchen erfolgte mit GraphPad
PRISM Version 7/8. Als Analyseverfahren, wurden der T-Test, die explorative
Datenanalyse, Two-way ANOVA, Tukey’'s multiple comparison test und die
univariante Varianzanalyse (ANOVA) benutzt. Die Statistische Signifikanz wurde

bei p < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse Western Blot
3.1.1 Expressionsverhalten in vitro von Claudin-5 im Western Blot nach 4

h OGD und anschlieBender Behandlung mit STVNA fir 4 hund 24 h
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Abbildung 6: Western Blot und desitometrische Analyse von Claudin-5 nach 4 h OGD (A) und
anschlieRender Behandlung mit 0, 1, 5, 10, 20 mg/I STVNA fiir 4 h (B) und 24 h (C)

Die gezeigten Werte entsprechen 4 unabhangigen Experimenten direkt nach 4 h OGD, 3
unabhangigen Experimenten 4 h nach 4 h OGD und 5 unabhangigen Experimenten 24 h nach 4
h OGD. Die Ladekontrolle wurde mit 3-Actin durchgefihrt. Die statistische Analyse erfolgte mit
dem ungepaarten t-Test, dem Tunkey’s multiple comparison test und GraphPad PRISM 7/8.
Data +/- SEM. Signifikante Ergebnisse p<0,05 wurden mit * markiert.
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Abbildung 7: Western Blot von Claudin-5 und 3-Actin Kontrolle direkt nach 4 h OGD (A) und einer
anschlieRenden Behandlung mit 0 (k), 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA 4 h nach 4 h OGD (B) und 24
h nach 4 h OGD (C) k=Kontrolle

Abbildung 6 und 7 zeigen die Expression von Claudin-5 im Western Blot nach 4h
OGD und anschlieender Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fir 4 h
und 24 h. Claudin-5 ist essentiell fur die Funktion der BHS und das in diesem
Bereich vermutlich am starksten angereicherte Tight Junction Protein (Greene,
Hanley et al. 2019). Das Expressionsverhalten von Claudin-5 wurde direkt nach

4 h OGD und nach einer Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fir 4 h
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und 24 h nach 4 h OGD untersucht, um einen moglichen Effekt von STVNA auf
die Funktion der BHS nachzuweisen. Im Western Blot zeigte Claudin-5 direkt
nach 4 h OGD keine signifikanten Veranderungen der Expression im Vergleich
zur unbehandelten Normoxie Gruppe. 4 h nach 4 h OGD konnte ein Maximum
mit einer erhdhten Expression um das 1,8-fache der unbehandelten OGD Gruppe
bei einer Konzentration von 5 mg/l STVNA festgestellt werden. Des Weiteren
konnten in den mit 1, 10 und 20 mg/l STVNA behandelten cerebEND Zellen
ebenfalls 4 h nach 4 h OGD erhdhte Expressionslevel im Vergleich zur
unbehandelten OGD Gruppe festgestellt werden. 24 h nach 4 h OGD zeigten sich
erniedrigte Expressionlevel von Claudin-5 in allen OGD Gruppen im Vergleich

zur jeweils zugehdrenden Normoxie Kontrollgruppe.

3.1.2 Expressionsverhalten in vitro von Occludin nach 4 h OGD und
anschlieBender Behandlung mit STVNA fiur 4 h und 24 h im Western
Blot

Abbildung 8 und 9 zeigen das Expressionsverhalten von Occludin nach 4 h OGD
und anschlieBender Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fir 4 h und
24 h. Das Tight-Junction-Protein Occludin der BHS Schranke wurde untersucht,
da es womdglich ebenso wie Claudin-5 eine essenzielle Rolle fur die
Barrierefunktion und in der Therapie von Funktionsstérungen der BHS spielt
(Forster, Silwedel et al. 2005, Pan, Yu et al. 2017). Die Expressionsrate von
Occludin zeigte einen in etwa vergleichbaren Verlauf, wie die von Claudin-5.
Initial kam es direkt nach 4 h OGD zu einer verminderten Expression von
Occludin auf das 0,7-fache des Expressionslevels der unbehandelten Normoxie
Gruppe. 4 h nach 4h OGD konnte die hochste Expression von Occludin in den
mit 4 h OGD und 5 mg/l (3,5-fache Erhéhung) und 10 mg/l (3,4-fache Erhdhung)
STVNA behandelten Gruppen im Vergleich zur unbehandelten OGD Gruppe, die
direkt nach 4 h OGD geerntet wurde festgestellt werden. 24 h nach 4 h OGD
wurde ein nahezu ausgeglichenes Expressionslevel zwischen allen

Versuchsgruppen festgestellt.
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Abbildung 8: Western Blot und desitometrische Analyse von Occludin nach 4 h OGD (A) und
anschlieRender Behandlung mit 0, 1, 5, 10, 20 mg/I STVNA fiir 4 h (B) und 24 h (C)

Die gezeigten Werte entsprechen 4 unabhangigen Experimenten direkt nach 4 h OGD, 3
unabhangigen Experimenten 4 h nach 4 h OGD und 4 unabhangigen Experimenten 24 h nach 4
h OGD. Die Ladekontrolle wurde mit 3-Actin durchgefuhrt. Statistische Signifikanz wurde mit dem
ungepaarten t-Test, dem Tukey’s multiple comparison Test und GraphPad PRISM 7/8 ermittelt.
Data+/- SEM. Signifikante Ergebnisse p<0,05 wurden mit * markiert.
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Abbildung 9: Western Blot von Occludin und 3-Actin Kontrolle direkt nach 4 h OGD (A) und einer
anschlieRenden Behandlung mit 0 (k), 1, 5, 10, 20 mg/l STVNA 4 h nach 4 h OGD (B) und 24 h
nach 4 h OGD (C) k=Kontrolle

3.1.3 Expressionsverhalten in vitro von GLUT1 nach 4 h OGD und

anschlieBender Behandlung mit STVNA fiur 4 h und 24 h im Western
Blot

Abbildungen 10 und 11 zeigen die Expression von GLUT1 nach 4 h OGD und
anschlieBender Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fur 4 h und 24 h
im Western Blot.
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Abbildung 10: Western Blot und desitometrische Analyse von GLUT1 nach 4 h OGD (A) und
anschlieRender Behandlung mit 0, 1, 5, 10, 20 mg/I STVNA fiir 4 h (B) und 24 h (C)

Die gezeigten Werte entsprechen (A) 4 unabhangigen Experimenten direkt nach 4 h OGD (B) 3
unabhangigen Experimenten 4 h nach 4h OGD und (C) 4 unabhangigen Experimenten 24 h
nach 4 h OGD. Die Ladekontrolle wurde mit 3-Actin durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde
mit dem ungepaarten t-Test, dem Tukey’s multiple comparison Test und GraphPad PRISM 7/8
ermittelt. Data +/-SEM. Signifikante Ergebnisse p<0,05 wurden mit * markiert.
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Abbildung 11: Western Blot von GLUT1 und 3-Actin Kontrolle direkt nach 4 h OGD (A) und einer
anschlieBenden Behandlung mit 0 (k), 1, 5, 10, 20 mg/l STVNA 4 h nach 4 h OGD (B) und 24 h
nach 4 h OGD (C) k=Kontrolle

Da GLUT1 eine Rolle in der Entwicklung eines Hirnddems spielt (Zheng, Romme
et al. 2010) wurde das Expressionsverhalten von GLUT1 direkt nach 4 h OGD
und nach einer anschlielenden Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA
fur 4 h und 24 h untersucht. Direkt nach 4 h OGD wurde eine nicht signifikante
Erhdéhung von GLUT1 auf das 1,36-fache vom Ausgangswert der unbehandelten
Normoxie Kontrollgruppe gemessen. 4 h nach 4 h OGD stieg die Expression von
GLUT1 um nahezu das 10-fache des Ausgangswertes der unbehandelten OGD
Gruppe direkt nach OGD in allen mit OGD behandelten Gruppen an. 24 h nach
4 h OGD konnte in der unbehandelten OGD Kontrollgruppe ein Ruckgang der
GLUT1 Expression auf das 0,86-fache des Expressionslevel der unbehandelten

OGD Kontrollgruppe, die 4 h nach 4 h OGD geerntet wurde beobachtet werden.
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Diese verminderte Expression zeigte sich als signifikant erhdhtes Maximum 24 h
nach 4 h OGD mit einer 6,57-fach erhdhten Expression im Vergleich zur
zugehdrigen Normoxie Kontrollgruppe. Das Maximum konnte mit einer
Signifikanz p<0,05 gesichert werden. Die mit STVNA behandelten Gruppen
zeigten 24 h nach 4 h OGD eine verminderte Expression im Vergleich zur
unbehandelten OGD Kontrollgruppe. Dabei konnte die niedrigste Expression von

GLUT1 bei einer Konzentration von 10 mg/l beobachtet werden.

3.2 Ergebnisse quantitative real-time RT-Polymerase-Kettenreaktion
3.2.1 Expressionsverhalten in vitro von Claudin-5 in der qRT-PCR nach 4h
OGD und anschlieBender Behandlung mit STVNA fiur 4 h und 24 h

Abbildung 12 zeigt das Expressionsverhalten von Claudin-5 nach 4 h OGD und
anschlieBender Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fur 4 h und 24 h
in der qRT-PCR. Die Expression von Claudin-5 war direkt nach 4 h OGD auf das
0,43-fache des Ausgangswertes der unbehandelten Normoxie Gruppe erniedrigt.
Dieses bereits bekannte Expressionverhalten konnte mit einer statistischen
Signifikanz p<0,0001 gesichert werden (Liu, Wang et al. 2015). 4 h nach 4 h OGD
zeigte sich eine leicht erhdhte Expression von Claudin-5 bei einer Konzentration
von 0 mg/l STVNA im Vergleich zur OGD Gruppe, die direkt nach 4 h OGD
geerntet wurde. Die mit STVNA behandelten Normoxie Gruppen zeigten nach 4
h Behandlungszeit eine leicht erhdohte Expression von Claudin-5 bei einer
Konzentration von 1, 5 und 10 mg/l STVNA im Vergleich zur unbehandelten
Normoxie Kontrollgruppe, die direkt nach 4 h Normoxie geerntet wurde. 24 h nach
4 h OGD wurden im Vergleich zu den Ergebnissen nach 4h Behandlungszeit
erhdhte Expressionslevel von Claudin-5 in den mit STVNA behandelten
cerebEND Zellen gemessen. Hier zeigte sich ein Maximum bei einer
Konzentration von 10 mg/l STVNA.
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Abbildung 12: gRT-PCR von Claudin-5 nach 4 h OGD (A) und anschlieRender Behandlung mit O,
1,5, 10, 20 mg/l STVNA fiir 4 h (B) und 24 h (C)

Die gezeigten Werte entsprechen jeweils 4 unabhangigen Experimenten, deren
Referenzkontrolle mit Can X erfolgte. Statistische Signifikanz wurde mit dem ungepaarten t-Test,
dem Tukey’s multiple comparison Test und GraphPad PRISM 7/8 ermittelt. Data +/- SEM.
Signifikante Ergebnisse p<0,05 wurden mit * markiert. **** p<0,0001. Werte mit unzureichender
Standardabweichung wurden aus der statistischen Auswertung entfernt.

3.2.2 Expressionsverhalten in vitro von Integrin a1 und Integrin av in der
gRT-PCR nach 4 h OGD und anschlieBender Behandlung mit STVNA
flir4 hund 24 h

Abbildung 13 zeigt das Expressionsverhalten von Integrin a1 und Integrin av
nach 4 h OGD und anschliefiender Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/I
STVNA fur 4 h und 24 h in der gRT-PCR. Integrine sind als
Transmembranproteine ein zentraler Bestandteil fur die Ausbildung von Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakten, sowie der Signaltransduktion von der Matrix auf das
Zytoskelett. Um den Einfluss von STVNA auf die Entzindungsreaktion zu testen,
wurde die Expression von Integrin a1 und Integrin aov nach 4 h OGD und nach
einer Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fur 4 h und 24 h nach 4 h
OGD in der quantitativen qRT-PCR untersucht. Direkt nach 4 h OGD zeigte die
OGD Versuchsgruppe eine Erhéhung von Integrin a1 auf das 1,12-fache im
Vergleich zur unbehandelten Normoxie Gruppe. 4 h nach 4 h OGD wurden keine
signifikanten Veranderungen festgestellt. 24 h nach 4 h OGD konnte ein erhdhtes
Expressionsverhalten in allen mit STVNA und OGD behandelten
Versuchsgruppen beobachtet werden. Das hdchste Expressionslevel konnte 24
h nach 4 h OGD bei einer Konzentration von 10 mg/I festgestellt werden. Direkt

nach 4 h OGD wurde eine erhdhte Expression von Integrin av mit einer
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Signifikanz p<0,0001 gesichert (Forster, Kahles et al. 2007). 4 h nach 4 h OGD
wurde die hochste Expression von Integrin av bei einer Konzentration von 1 mg/l
gemessen. Ebenfalls konnte nach einer Behandlung mit 5 mg/l STVNA eine leicht
erhohte Expression gemessen werden. Bei einer Konzentration von 10 mg/l und
20 mg/l STVNA wurde jeweils eine erniedrigte Expression im Vergleich zur
unbehandelten OGD Gruppe 4 h nach 4 h OGD gemessen. Nach einer
Behandlungszeit von 24 h nach 4 h OGD zeigte die mit OGD und STVNA
behandelten Gruppen ein nahezu ausgeglichenes Expressionsverhalten. Das

hdchste Expressionslevel zeigte sich bei einer Konzentration von 5 mg/l STVNA.
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Abbildung 13: gRT-PCR von Integrin a1 und Integrin av nach 4 h OGD (A) und anschlieRender
Behandlung mit 0, 1, 5, 10, 20 mg/l STVNA fiir 4 h (B) und 24 h (C)

Die gezeigten Werte entsprechen jeweils 4 unabhangigen Experimenten, deren Kontrolle mit Can
X erfolgte. Statistische Signifikanz wurde mit dem ungepaarten t-Test, dem Tukey’'s multiple
comparison Test und GraphPad PRISM 7/8 ermittelt. Data +/- SEM. Signifikante Ergebnisse
p<0,05 wurden mit * markiert. **** p<0,0001. Werte mit unzureichender Standardabweichung
nach gRT-PCR wurden aus der statistischen Auswertung entfernt.
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3.2.3 Expressionsverhalten in vitro von GLUT1 nach 4 h OGD und
anschlieBender Behandlung mit STVNA fiir 4 h und 24 h in der qRT-

PCR
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Abbildung 14: gRT-PCR von GLUT1 nach 4 h OGD (A) und anschlielender Behandlung mit 0O,
1,5, 10, 20 mg/l STVNA fiir 4 h (B) und 24 h (C)

Die gezeigten Werte entsprechen jeweils 4 unabhangigen Experimenten, deren
Referenzkontrolle mit Can X erfolgte. Statistische Signifikanz wurde mit dem ungepaarten t-Test,
dem Tukey’s multiple comparison Test und GraphPad PRISM 7/8 ermittelt. Data +/- SEM.
Signifikante Ergebnisse p<0,05 wurden mit * markiert. **** p<0,0001. Werte mit unzureichender
Standardabweichung wurden aus der statistischen Auswertung entfernt.

Abbildung 14 zeigt das Expressionsverhalten von GLUT1 nach 4 h OGD und
anschlieBender Behandlung mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l STVNA fur 4h und 24h in
der qRT-PCR dargestellt. Direkt nach 4 h OGD konnte eine vermehrte
Expression von GLUT1 auf das 31,2-fache des Ausgangswertes der
unbehandelten Normoxie Gruppe mit einer Signifikanz p<0,0001 gesichert
werden. 4 h nach 4 h OGD wurde die starkste Expression von GLUT1 bei einer
Konzentration von 5 mg/l STVNA auf das 0,15-fache des Ausgangswertes der
unbehandelten OGD Gruppe direkt nach 4 h OGD gemessen. Die niedrigste
Expression von GLUT1 4 h nach 4 h OGD zeigte sich bei einer Konzentration
von 20 mg/l mit einer Reduktion auf das 0,39-fache des Ausgangswertes der
unbehandelten OGD Gruppe 4 h nach 4 h OGD. 24 h nach 4 h OGD konnte ein
Maximum bei einer Konzentration von 1 mg/l STVNA festgestellt werden. Die
niedrigste Expression von GLUT1 24 h nach 4 h OGD wurde bei einer

Konzentration von 0 mg/l STVNA gemessen. Zusammenfassend kam es 24 h
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nach 4 h OGD zu nahezu ausgeglichene Expressionslevel zwischen den mit
OGD behandelten Gruppen.

3.2.4 Optische Volumenmessung von cerebEND nach 4 h OGD und
gleichzeitiger Behandlung mit 10 mg/l und 20 mg/l STVNA

Abbildung 15 zeigt das Ergebnis der optischen Volumenmessung von cerebEND
Zellen direkt nach 4 h OGD und gleichzeitiger Behandlung mit 0, 10 und 20 mg/I
STVNA. Nach Hinweisen auf eine neuroprotektiven Effekt von STVNA in den
vorherigen Versuchen stellte sich die Frage, ob STVNA ebenfalls einen Einfluss
auf das Zellvolumen der cerebEND Zellen in vitro, wahrend 4 h OGD haben
konnte. In diesem Versuch sollten die Effekte von 10 mg/l und 20 mg/l STVNA
auf das Zellvolumen von cerebEND Zellen, wahrend 4 h OGD mit Hilfe der
optischen Zellvolumenbestimmung in einer Durchflusskammer untersucht
werden. In der nach 4 h OGD durchgefluhrten optischen Zellvolumenmessung
konnte eine Volumenzunahme um 19,87 % in der unbehandelten OGD Gruppe
im Vergleich zur unbehandelten Normoxie Gruppe gemessen werden (Kempe
2018). Diese Volumenzunahme wurde mit einer Signifikanz p<0,0001 gesichert.
Direkt nach 4 h OGD konnte bei einer Konzentration von 20 mg/l STVNA die
starkste Zellvolumenreduktion um 15,28 % im Vergleich zur unbehandelten OGD
Gruppe gemessen werden. Diese Volumenreduktion konnte mit einer Signifikanz
p<0,0001 gesichert werden. Die Behandlung mit 10 mg/l STVNA wahrend 4 h
OGD zeigte eine nicht signifikante (p=0,47) Volumenreduktion auf das 0,95-fache
des Ausgangswertes der unbehandelten OGD Gruppe. Die mit 10 mg/l und 20
mg/l STVNA und 4 h Normoxie behandelten Zellen zeigten keine signifikante

Volumenanderungen im Vergleich zur unbehandelten Normoxie Gruppe.
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Abbildung 15: Optische Volumenmessung von cerebEND Zellen nach 4 h OGD und gleichzeitiger
Behandlung mit 10 mg/l und 20 mg/l STVNA

Statistische Signifikanz wurde mit dem Tukey’s multiple comparison Test und GraphPad PRISM
7/8 ermittelt. Data +/- SEM. Signifikante Ergebnisse p<0,05 wurden mit * markiert. **** p<0,000.
Werte Gber 2000fl wurden aus der statistischen Analyse entfernt.
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4 Diskussion

Der Mangel an Sauerstoff und Glukose wahrend einer Ischamie ist fur Zellen der
BHS ein vital bedrohlicher Zustand, der nur kurze Zeit Uberlebt werden kann (CY
2014). Beim Absterben der Zellen kommt zu einem strukturellen Verlust der
Barrierefunktion der BHS und zur Entstehung von Endothelédemen (Krueger et
al., 2015, 2017). Primare Hirnschaden sind haufig auf einen direkt eintretenden
nekrotischen Zelltod infolge eines Sauerstoff- und Glukosemangels
zurtckzufuhren (Duris, Splichal et al. 2018). Initial durch ein Trauma entstandene
Hirnschaden kodnnen nicht verhindert werden, weshalb sich die
Behandlungsmallnahmen auf die daraus resultierenden sekundaren
Hirnschaden konzentrieren. Bisher existieren nur Ansatze fur ein
Behandlungskonzept von sekundaren Hirnschaden nach zerebral ischamischen
Ereignissen. Pharmakologische Interventionen, die einen dauerhaften Nutzen
bringen indem sie die zugrunde liegende Atiologie giinstig beeinflussen und
dadurch dem Ausbruch einer Krankheit oder einer klinischen Verschlechterung
vorbeugen, kdnnen als neuroprotektive Strategien definiert werden (Shoulson
1998). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis eines neuroprotektiven
Effektes von STVNA in einem in vitro Modell des Schlaganfalls auf cerebEND
Zellen der BHS von Mausen. Neuroprotektive Effekte von STVNA konnten
bereits nach zerebraler Ischamie in Ratten (Hu, Sun et al. 2016, Zan, Zhang et
al. 2018, Zhang, Lu et al. 2019) und nach Hypoxie in Neuroblastomzellen (Zhong,
Lu et al. 2019) nachgewiesenen werden. In dieser Arbeit wurde eine Methode
zur Herstellung von STVNA entwickelt und dessen Wirkung auf die
Barrierefunktion, den Glukosetransport und das Zellvolumen direkt, 4 h und 24 h
nach 4 h OGD auf cerebEND Zellen untersucht. Als geeignetes in vitro Modell
des Schlaganfalls wurde das Verfahren der OGD gewahlt, in dem sowohl
Zellschaden als auch entzindliche Prozesse entstehen und nachgewiesen
werden kdnnen (Kleinschnitz, Blecharz et al. 2011, Neuhaus, Burek et al. 2012,
Neuhaus, Gaiser et al. 2014). CerebEND Zellen wurden fur 4 h OGD ausgesetzt
und anschlieRend fur 0 h, 4 h und 24 h mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/l| STVNA
behandelt. Nach 0 h, 4 h und 24 h Behandlungszeit wurden die jeweiligen Zellen
geerntet, aufbereitet und mit den Verfahren Western Blot und gRT-PCR
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ausgewertet. Der Behandlungszeitraum von 0 h direkt nach 4 h OGD wurde
gewahlt um den direkten Effekt des OGD Verfahrens ohne Behandlung mit
STVNA nachzuweisen. Die Behandlungszeitrdaume von 4 h und 24 h wurden
gewahlt, um einen maglichen Effekt von STVNA innerhalb eines klinisch
relevanten Therapiezeitfensters nach einem zerebral ischamischen Ereignis in
vitro zu Uberprufen (Mendelson and Prabhakaran 2021) (JAMA 2021, 325:1088-
1098).

4.1 Wirkung von STVNA auf die Expression von Claudin-5 und Occludin

Um einen moglichen Effekt von STVNA auf die Barrierefunktion der BHS nach 4
h OGD nachzuweisen, wurde das Expressionsverhalten der Tight Junction
Proteine Claudin-5 und Occludin untersucht. Direkt nach 4 h OGD zeigte sich in
der gRT-PCR eine signifikant verminderte Expression von Claudin-5 im Vergleich
zur unbehandelten Normoxie Kontrollgruppe (Koto, Takubo et al. 2007, Liu,
Wang et al. 2015). 4 h nach 4 h OGD lagen die Expressionslevel von Claudin-5
in der qRT-PCR weiterhin unterhalb der Expressionslevel der Normoxie
Kontrollgruppen. Im Western Blot zeigten die Expressionslevel von Claudin-5 4
h nach 4 h OGD eine erhoéhte Expression in den mit OGD behandelten Gruppen
mit einem Maximum bei 5 mg/l und 10 mg/l STVNA im Vergleich zur
unbehandelten OGD Gruppe. Dieses Ergebnis kdnnte ein mdglicher Hinweis auf
einen stabilisierenden Effekt von STVNA auf die Expression von Claudin-5
innerhalb der ersten 4 h nach 4 h OGD sein. 24 h nach 4 h OGD kam es zu einem
weitgehenden Ausgleich der Expressionslevel der Versuchsgruppen sowohl im
Western Blot als auch in der gRT-PCR. Fur Occludin konnte direkt nach 4 h OGD
eine verminderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
festgestellt werden. Aufgrund der strukturellen und funktionellen Funktion von
Occludin innerhalb der BHS kann somit von einer gestorten Barrierefunktion nach
OGD ausgegangen werden (Haseloff, Dithmer et al. 2015). 4 h nach 4 h OGD
zeigten die Expressionslevel von Occludin ebenfalls eine zu der von Claudin-5
vergleichbare erhdhte Expression bei 5 mg/l und 10 mg/l STVNA im Vergleich
zur unbehandelten OGD Gruppe. Da sowohl Occludin als auch Claudin-5 4 h
nach 4 h OGD bei einer Konzentration von 5 mg/l und 10 mg/l STVNA erhdhte
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Expressionslevel im Vergleich zur unbehandelten OGD Gruppe zeigten, konnte
dies ein Hinweis auf einen strukturell und funktionell stabilisierenden Effekt von
STVNA in diesem Konzentrationsbereich sein. 24 h nach 4 h OGD kam es bei
Claudin-5 und Occludin sowohl im Western Blot als auch in der gRT-PCR zu
einem weitgehenden Ausgleich der Expressionlevel. Somit sind erste Effekte von
STVNA, wie von Hu, Sun et al. beschrieben, bereits innerhalb einer
Behandlungszeit von 4 h zu vermuten (Hu, Sun et al. 2016). Schlaganfalle sind
eine Haufige Ursache fur Todesfalle und schwere Behinderung im
Erwachsenenalter. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass irreversible fokale
Schadigungen bereits innerhalb weniger Minuten entstehen und nach 6 h
vollstandig ausgebildet sind (Zivin 1998). Diesbezuglich sollte schnellstmoglich
die Diagnostik und Therapie erfolgen. Die Behandlung von ischamischen
Schlaganfallen bis 4,5 h nach Symptombeginn mit rtPA zeigt klinische Vorteile
(Kim 2019), hat allerdings ein erhdhtes Blutungsrisiko und beeinflusst die
Integritat der BHS (Su, Fredriksson et al. 2008).

4.2 Wirkung von STVNA auf die Expression von Integrin a1 und Integrin

av

Das Expressionsverhalten von Integrin a1 und Integrin av wurde direkt nach 4 h
OGD und nach einer Behandlungszeit von 4 h und 24 h mit 0, 1, 5, 10 und 20
mg/l STVNA nach 4h OGD mittels qRT-PCR untersucht. Integrin av und Integrin
a1 sind von entscheidender Bedeutung flr die Integritat der BHS (Defilippi, van
Hinsbergh et al. 1991, Su, Atakilit et al. 2012). 4 h und 24 h nach 4h OGD sind in
den mit STVNA behandelten cerebEND Zellen neuroprotektive Hinweise in
Bezug auf ein verringertes Expressionsverhalten von Integrin av zu erkennen.
Allerdings konnte unter den gewahlten Bedingungen weiterhin Integrin av
nachgewiesen werden. Dieser Therapieansatzpunkt sollte durch zuklnftige
Forschungsprojekte noch weiter untersucht werden. In einem experimentellen
Modell des Schlaganfalls konnte eine verringerte Expression von Integrin a1
nachgewiesen werden (Tagaya, Haring et al. 2001). Integrin a1 ist als a-
Untereinheit des Hauptkollagenrezeptors Integrin a1p1 auf dem mikrovaskularen

Endothel fur die Endothelzelladhdsion an den Matrixliganden Kollagen Typ IV
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verantwortlich (Defilippi et al., 1991). Somit ware die Integritat der BHS bei einer
verminderten Expression von Integrin a1 gefahrdet. In den mit 1 mg/l, 5 mg/l und
10 mg/l STVNA behandelten Zellen 24 h nach 4 h OGD ein erhdhtes
Expressionslevel von Integrin a1 festgestellt werden. Dieses Ergebnis weist auf
neuroprotektive Effekte von STVNA auf das Expressionsverhalten von Integrin
a1 innerhalb von 24h nach OGD hin. Dieser Therapieansatzpunkt sollte ebenfalls

durch zukunftige Forschungsprojekte noch weiter untersucht werden.

4.3 Wirkung von STVNA auf den Glukosetransport

GLUT1 ist einer der am haufigsten in Gehirnendothelzellen exprimierte GLUT
Transporter (Mueckler and Thorens 2013) und weist wahrend einer Ischamie in
mikrovaskuldaren Endothelzellen der BHS und Glia ein verandertes
Expressionsverhalten auf (Espinoza-Rojo, Iturralde-Rodriguez et al. 2010). Mit
jedem Glukosemolekul werden von GLUT1 40 Moleklle Wasser transportiert
(MacAulay and Zeuthen 2010). Dieser Kotransport von Wasser ist unter anderem
verantwortlich flr eine Zellschwellung und damit verbundene sekundare
Hirnschadigung nach zerebral ischamischen Ereignissen (Zheng, Romme et al.
2010, Neuhaus, Burek et al. 2012, Wais 2012). Um den Einfluss von STVNA auf
den Glukosetransport an der BHS zu untersuchen, wurde das
Expressionsverhalten von GLUT1 direkt nach 4 h OGD und nach einer
Behandlungszeit von 4 h und 24 h nach 4 h OGD mit 0, 1, 5, 10 und 20 mg/I
STVNA mittels Western Blot und gRT-PCR untersucht. Sowohl im Western Blot
als auch in der gRT-PCR war die Expression von GLUT1 direkt nach 4 h OGD
erhdht. Dadurch konnte ein abgelaufener Sauerstoff- und Glukosemangel in den
cerebEND Zellen nach OGD nachgewiesen werden (Richardson, Knowles et al.
2008, Neuhaus, Burek et al. 2012). Nach einer Behandlungszeit von 4 h nach 4
h OGD mit 20 mg/l STVNA konnte in der qRT-PCR eine verminderte Expression
von GLUT1 beobachtet werden. Diese Beobachtung stutzt die These eines
neuroprotektiven Effektes von STVNA in diesem Konzentrationsbereich. 24 h
nach 4 h OGD wurden im Western Blot verminderte Expressionslevel in den mit
STVNA behandelten Versuchsgruppen im Vergleich zur unbehandelten OGD

Kontrollgruppe gemessen. Dieses Expressionsverhalten ist moglicherweise auf
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einen Einfluss von STVNA auf das Expressionsverhalten von GLUT1
zurlckzufuhren und wurde sich ebenfalls in einer reduzierten Zellschwellung
aufgrund des verminderten Kotransports von Wasser aulern. Zukunftige
Analysen missten diese Vermutung weiter bestatigen. Nach aktuellem
Kenntnisstand wurden die Effekte von STVNA auf das Expressionsverhalten von
GLUT1 bisher noch nicht untersucht. Der initial starke Anstieg der GLUT1
Expression direkt nach 4 h OGD in der gqRT-PCR nahm im Verlauf bis 24 h
deutlich ab. Dieser Ruckgang der Expression kdnnte darauf zurickzuflhren sein,
dass GLUT1 in diesem Zeitraum von anderen Glukosetransportern wie SGLT 1
und SGLT 2 im Zeitverlauf abgeldst wurde (Wais 2012). Ebenfalls gibt es
Veroffentlichungen, die dem Transporter Aquaporin-4 einen groferen Anteil als
GLUT1 an der Wasserverteilung bei einem zerebralen Odem zuschreiben
(Ishida, Takemori et al. 2006).

4.4 Wirkung von STVNA auf das Zellvolumen

Fir das Verfahren der optischen Volumenmessung wurden cerebEND Zellen fur
4 h mit 0, 10 und 20 mg/l STVNA und OGD behandelt und anschliefend
hinsichtlich ihres Zellvolumens vermessen. Der Verlust der Zellvolumenkontrolle
wahrend eines Schlaganfalls ist ein haufig beobachtetes Phanomen, das den
Verlust von Zellen insbesondere im Bereich der Penumbra zufolge hat (Wilson
and Mongin 2018). Nach 4 h OGD wurde eine im Vergleich zur unbehandelten
Normoxie Gruppe signifikante Volumenzunahme gemessen, die auf den Verlust
der Zellvolumenkontrolle der cerebEND Zellen hinweist (Kempe 2018). Sowohl
die Behandlung mit 10 mg/l als auch mit 20 mg/l STVNA wahrend 4 h OGD
bewirkte eine Reduktion des Zellvolumens der cerebEND Zellen, sodass von
einem neuroprotektiven Effekt ausgegangen werden kann. Die Zellen der BHS
sind von entscheidender Bedeutung fur die ZNS Homdostase, da sie flr den
Schutz des ZNS als Barriere und gleichzeitig fur die Nahstoffversorgung des ZNS
verantwortlich sind. Bei einem Schlaganfall ist diese Funktion gestort und es
kommt zum Eintritt von Noxen und durch parazellulare Diffusion zur
Uberwadsserung mit Verschiebung von Elektrolytkonzentrationen (Abbott,

Patabendige et al. 2010). Die in dieser Arbeit in vitro nachgewiesene
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Volumenreduktion der cerebEND Zellen durch STVNA nach OGD wiurde sich in
einem in vivo Modell mdglicherweise als neuroprotektiver Effekt herausstellen. In
einem in vivo Modell ware das intrakranielle Volumen durch den Schadelknochen
begrenzt weshalb eine Zellschwellung in Verbindung mit einem Hirnédem zum
Anstieg des intrakraniellen Drucks fuhren wirde. Sobald der intrakranielle Druck
den Blutdruck Ubersteigt, kommt es zur Minderperfusion und Druckschadigung
von Hirnzellen, die nur flr kurze Zeit von den Hirnzellen Uberlebt werden kann
(Larsen and Ziegenfull 2019). In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass
irreversible Hirnschaden wahrend einer zerebralen Ischamie bereits nach
wenigen Minuten beginnen und nach 6h abgeschlossen sind (Zivin 1998).
Ebenso konnte bereits nachgewiesen werden, dass perihamatomale Hirnédeme
bei intrakraniellen Blutungen mit einem schlechten Outcome der betroffenen
Patienten assoziiert sind (Chen, Chen et al. 2021). Insgesamt unterstitzt diese
Arbeit die bisher veroffentlichten Ergebnisse zu einem neuroprotektiven Effekt
von STVNA (Hu, Sun et al. 2016, Zan, Zhang et al. 2018, Zhong, Lu et al. 2019)
wahrend und nach zerebral ischamischen Ereignissen in einem in vitro Modell
der BHS.

43



5 Zusammenfassung

Durch Hypoxie und Hypoglykamie sind die Endothelzellen der BHS wahrend
einer Ischamie akut vital bedroht. Ein Zusammenbruch der Barrierefunktion der
BHS hat lebensbedrohliche Komplikationen zur Folge und ist eine haufige
Todesursache. Primar eingetretene Hirnschaden konnen nicht verhindert
werden, weswegen die Behandlung sekundarer Hirnschaden im Vordergrund
steht. Eine optimale Therapie zur Behandlung von sekundaren Hirnschaden
konnte bis heute nicht gefunden werden. Ziel dieser Arbeit war der Nachweis
eines neuroprotektiven Effektes von STVNA auf cerebEND Zellen der Maus in
einem in vitro Modell des Schlaganfalls. Mit dem Verfahren zur Herstellung von
STVNA konnte ein reines und im Vergleich zu Isosteviol in Wasser gut |0sliches
Produkt hergestellt werden, das die Anforderungen an eine Versuchssubstanz in
einem in vitro Modell voll erfullen konnte. Als in vitro Modell wurde das bereits
bewahrte Verfahren der OGD gewahlt (Kleinschnitz, Blecharz et al. 2011,
Neuhaus, Burek et al. 2012, Neuhaus, Gaiser et al. 2014). CerebEND Zellen der
Maus wurden fur 4 h OGD ausgesetzt und anschlielRend fir 4 h und 24 h mit 0,
1,5, 10 und 20 mg/l STVNA behandelt. Direkt, 4 h und 24 h nach 4 h OGD wurden
die jeweiligen Zellen geerntet und mittels Western Blot und gRT-PCR
ausgewertet. Es wurden eine erhdhte Expression der Tight-Junction-Proteine
Claudin-5 und Occludin, sowie ein stabilisierendes Expressionsverhalten der
Transmembranproteine Integrin .1 und Integrin av nach Behandlung mit STVNA
nachgewiesen. Ebenso wurde eine verminderte Expression des
Glukosetransporters GLUT 1 beobachtet. Eine Volumenreduktion der cerebEND
Zellen durch STVNA, wahrend 4h OGD und gleichzeitiger Behandlung mit
STVNA konnte ebenfalls festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
stitzen die Thesen und Ergebnisse der aktuellen Literatur, dass STVNA
neuroprotektive Eigenschaften hat (Hu, Sun et al. 2016, Zan, Zhang et al. 2018,
Zhang, Lu et al. 2019, Zhong, Lu et al. 2019). Aufgrund seiner bisher in vivo und
in vitro nachgewiesenen Eigenschaften konnte STVNA sowohl in der klinischen
als auch praklinischen Versorgung von zerebral ischadmischen Ereignissen neue

Therapieansatze ermoglichen und sollte weiter erforscht werden.
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