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1 Einleitung

1.1 Blut-Hirn-Schranke
1.1.1 Barrierefunktion

Das zentrale Nervensystem (ZNS) hat beziiglich des Schutzes seiner Homdoostase eine
Sonderstellung im Korper. Diese wird durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS)
gewihrleistet: es handelt sich um eine biologische Barriere zwischen dem das Gehirn
perfundierenden Blut sowie dem ZNS selbst. Die BHS ermdglicht die Regulation und
Aufrechterhaltung einer geeigneten Mikroumgebung fiir die unbeeintrachtigte Funktion
des Nervengewebes (1, 2). Es handelt sich vorwiegend um eine Diffusionsbarriere fiir
hydrophile Molekiile: es erfolgt keine unselektive Exposition gegeniiber im Blut
zirkulierenden, potenziell neuroaktiven Substanzen (3). Im ZNS benétigte Stoffe werden

mittels spezialisierter Transportsysteme zwischen Blut und Nervengewebe transferiert

(4).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Blut-Hirn-Schranke

Gezeigt sind die einzelnen Komponenten der BHS. Die luminale Schicht wird durch Endothelzellen
gebildet. Tight junctions sowie Adherens junctions fungieren als Zell-Zell-Verbindungen dieser und somit
als parazelluldre Diffusionsbarriere. Das Endothel wird kontinuierlich von der Basallamina umgeben, in
welche Perizyten eingebettet sind. EndfiiBchen von Astrozyten ummanteln alle Komponenten. Eigene

Abbildung, modifiziert nach (1-3, 5).

Morphologisch ist die BHS ein mehrschichtiges Konstrukt, welches als Gesamtes die

Barriere zwischen zerebraler Mikrozirkulation und Nervengewebe darstellt (s. Abb. 1).



Die innere, dem Blutmilieu somit unmittelbar angrenzende Schicht, wird durch
kontinuierliches Endothel gebildet (6, 7). Hier kleidet jede einzelne Endothelzelle den
gesamten Umfang der Kapillare aus. Den Endothelzellen sitzen diskontinuierlich
Perizyten auf. Kontinuierlich umgeben werden Endothelzellen sowie Perizyten durch die
Basallamina. Hier handelt es sich um extrazellulire Matrix, welche unter anderem
Kollagen Typ IV, Laminin und Fibrillin enthdlt (4). Die Endothelzellen sind, neben
weiteren Adhdsionsmolekiilen, liber Integrine mit der Basallamina konnektiert (8).
Integrine sind Heterodimere aus je einer a- sowie B-Untereinheit, welche transmembran

lokalisiert sind und unter anderem an Bestandteile der Extrazelluldarmatrix binden (9).

Insgesamt umschlieBen EndfiiBchen von Astrozyten alle beschriebenen Komponenten

der BHS (2, 5).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Tight junctions, Adherens junctions und Integrine

(z.B. Catenine a, B)

Ubersicht der endothelialen Zell-Zell-Verbindungen der BHS. 1.) Tight junctions: Claudine (u.a. Claudin-
3, -5 und -12) sowie Occludin fungieren als Transmembranproteine, welche iiber Zonula-Occludens-
Proteine (ZO-1/2) an das Zytoskelett gekoppelt sind. I1.) Adherens junctions: VE-Cadherin durchspannt
als Transmembrankomponente die Zellmembran und ist intrazellulér {iber Adaptorproteine (z.B. Catenine)
mit dem Zytoskelett verbunden. IIl.) Integrine: a- sowie B-Untereinheit der Integrin-Heterodimere
durchspannen die Zellmembran, bilden Heterodimere und dienen als Adhésionsmolekiile fiir verschiedene

Liganden. Eigene Abbildung, modifiziert nach (1, 5, 8, 10).



Essentiell zur Aufrechterhaltung der BHS sind die Zell-Zell-Verbindungen der
Endothelzellen (11) (s. Abb. 2). Diese werden apikal durch Tight junctions sowie basal
durch Adherens junctions gebildet (1). Es handelt sich um eine Art ,,Protein-
Klettverschluss®. Die unselektive parazelluldre Passage im Blut geloster Substanzen wird
durch diesen verhindert (5). Unter Tight junctions, auch Zonula occludens genannt (8),
werden verschiedene Proteine subsummiert, welche interagieren und in ihrer Gesamtheit
eine effektive Barriere schaffen. Transmembranproteine durchspannen die Zellmembran
und sind iiber Adaptorproteine mit dem Zytoskelett gekoppelt (1). Wichtige Vertreter der
Transmembranproteine sind Claudin-5, Claudin-12 und Occludin, wobei als Adaptoren
die Zonula-Occludens-Proteine ZO-1 sowie ZO-2 genannt werden kénnen (5). Basal der
Tight junctions befinden sich, zur mechanischen Unterstiitzung dieser, Adherens
junctions (8). Hier bildet das Vascular-Endothelial-Cadherin (VE-Cadherin) die
Transmembrankomponente und bindet iiber mehrere Adaptormolekiile ebenfalls an das
Zytoskelett (5). Insgesamt sind die Endothelzellen der zerebralen Mikrozirkulation {iber

den beschriebenen zweistufigen ,,Protein-Klettverschluss fest miteinander ,,vernietet®.
1.1.2  Alterationen der Barriere bei Ischimie und (Neuro-)Inflammation

Die suffiziente Funktion des ZNS héngt malB3geblich von der Integritidt der BHS ab (11).
Insgesamt ist diese ein komplexes und zugleich hocheffektives Barrieresystem. Die
Vulnerabilitit gegeniiber variablen Noxen kann einen BHS-Zusammenbruch mit
weitreichenden Folgen fiir das ZNS verursachen. Aus diesem Grund ist es von
besonderem Interesse, Alterationen der einzelnen BHS-Komponenten unter

pathologischen Bedingungen zu betrachten.

85% aller Schlaganfille sind ischdmischer Genese und liberwiegen somit deutlich den
hamorrhagischen Insult (12, 13). Global betrachtet handelt es sich um ein haufiges und
bedeutsames Krankheitsbild: im Jahr 2016 war der ischdmische Hirninfarkt, nach der
ischamischen  Herzkrankheit, die weltweit hiufigste Todesursache (14).
Pathophysiologisch liegt der akuten zerebralen Ischdmie die Okklusion einer das Hirn
perfundierenden Arterie zu Grunde (15). Dies flihrt zur unmittelbaren Unterbrechung der
zerebralen Sauerstoff- sowie Glucose-Versorgung (13). Der arterielle Verschluss kann
durch variable pathophysiologische Mechanismen bedingt sein. Beispiele sind die

Entstehung auf dem Boden einer Arteriosklerose mit konsekutiver Thrombusbildung oder



das Einschwemmen eines Blutgerinnsels (12). Hier sei die Embolie kardialer Genese bei
Vorhofflimmern genannt (16). Letztlich fiihren Energie- und Sauerstoffmangel im
betroffenen Hirnareal zum neuronalen Zelltod (12). Das den irreversibel geschiadigten
,Kern“ umgebende Gewebe wird als Penumbra bezeichnet und ist in der Akutsituation
noch reversibel durch die vorherrschende Ischimie kompromittiert (17). Die Penumbra

ist das Zielgewebe der aktuell als Goldstandard geltenden Reperfusionstherapie (18).

Im Folgenden werden die Zell-Zell-Verbindungen der BHS unter ischdmischen
Bedingungen sowie bei Inflammation betrachtet. Die Offnung der BHS im Rahmen einer
induzierten Ischdmie wurde mehrfach durch in vivo Experimente gezeigt, wobei als
Versuchstiere Ratten sowie Méuse verwendet wurden (19-25). Der BHS-Kollaps und die
hieraus resultierende Stérung der ZNS-Homoostase bei einem ischdmischen Insult kann
zu einer aggravierten Schiadigung des zentralen Nervengewebes flihren (26). Ferner ergibt
sich durch den Barriere-Zusammenbruch sowohl das Risiko eines vasogenen Hirnddems
als auch der Transformation des Insults von ischdmisch zu hdmorrhagisch (13, 26). Die
BHS wird auf verschiedenen Ebenen kompromittiert: Durch den ischdmisch bedingten
Energiemangel konnen die Endothelzellen die Homoostase der lonen-Fliisse zwischen
Intra- und Extrazellulirraum nicht aufrechterhalten, was in einem zytotoxischen Odem
resultiert. Integrine, die das Endothel physiologisch mit der Extrazellulirmatrix der
Basalmembran verbinden (8), sowie Tight junctions und Adherens junctions werden in
ihrer Funktion beeintriachtigt. Es folgt eine unkontrollierte parazelluldre Passage (13, 26).
Dies spiegelt sich in vitro in einer sinkenden transendothelialen elektrischen Resistenz
(TER) eines Monolayers zerebraler Endothelzellen nach Hypoxie wider (27). Die
zerebrale Ischdmie aktiviert Mikroglia sowie  Astrozyten, woraus eine
Neuroinflammation resultiert (28). In deren Rahmen werden proinflammatorische
Zytokine ausgeschiittet (26, 28). Als Beispiele dieser Zytokin-Familie werden der Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a) sowie Interleukin-6 genauer betrachtet: In vitro zeigten die
mit TNF-a behandelten murinen Endothelzell-Linien cEND sowie cerebEND, cerebraler
beziehungsweise cerebelldrer Genese, sowohl eine herabgesetzte Gen- sowie
Proteinexpression von Claudin-5 und Occludin als auch eine verminderte TER des
Zellmonolayers (29, 30). Weiter beeinflusste TNF-a die Genexpression von Integrinen:
Integrine sind Heterodimere aus einer a- sowie B-Untereinheit (9). Beispielhaft sei das

endothelial exprimierte Heterodimer Integrin-aVB3 genannt, welches unter anderem



Fibrinogen, von Willebrand Faktor und Vitronectin bindet (9, 31). Uber die Interaktion
mit Integrin-aVB3 vermittelt Vitronecetin die Zellmigration sowie -adhédsion und ist in
den Prozess der Angiogenese eingebunden (32, 33). In vitro wurde die
Integrinuntereinheit-aV ~ nach  TNF-a  Applikation hochreguliert (30). Die
Integrinuntereinheit-al hingegen, Teil des Kollagen Typ IV und Laminin bindenden
Integrin-a1B1 (9), wurde vermindert exprimiert (30). Ebenfalls wurde in vitro gezeigt,
dass Interleukin-6 die Gen- sowie Proteinexpression von Claudin-5, Occludin und VE-
Cadherin sowie die TER von Endothelzellen relevant reduziert (34). Auch Sauerstoff-
und Glucoseentzug in vitro setzten die TER herab (20). Ferner wurden Occludin, Claudin-
5 und ZO-1 nach simulierter Ischdmie sowohl in vitro als auch in vivo vermindert
exprimiert (19, 35, 36). Neben der ischdmisch induzierten Neuroinflammation kann ein
bestehendes systemisches Entziindungsgeschehen die Auswirkungen eines Insults
verstiarken: In vivo wurde gezeigt, dass systemisch applizierte proinflammatorische
Zytokine bei simultaner Induktion einer zerebralen Ischdmie das Volumen des
Infarktareals, das konsekutive Hirnédem sowie das resultierende neurologische Defizit
deutlich aggravierten. Des Weiteren wurde, verglichen mit der alleinigen Ischdmie, eine
durch die Inflammation reduzierte Claudin-5-Expression detektiert (37). Die strukturelle
BHS-Schidigung durch eine systemische Entziindung ist auch unabhéingig von einem
Infarktgeschehen bekannt (38, 39). Es wurde eine verringerte Expression der
Junktionsproteine Claudin-5, Occludin und ZO-1 sowie die Apoptose-Induktion der

Endothelzellen gezeigt (40).

Neben den experimentellen Ergebnissen konnten bei Patient:innen mit ischdmischen
Insult unter anderem erhdhte Occludin-Levels sowie zirkulierende Endothelzellen der
zerebralen Mikrozirkulation im peripheren Blut nachgewiesen werden. Hier handelt es
sich um mogliche Korrelate eines ischdmisch bedingten BHS-Schadens. Insbesondere
Occludin konnte als zukiinftiger Biomarker in Blutproben fiir einen Zusammenbruch der
BHS dienen (41). Die beeintridchtigte BHS-Integritdt kann ebenfalls bildmorphologisch
sowohl mittels Computer- als auch Magnetresonanztomographie detektiert werden. Nach
intravendser Applikation von Kontrastmittel wird die Extravasation dessen in das
umliegende Hirngewebe als Korrelat einer BHS-Schadigung apparent (13). Auch bei
Patient:innen, welche im Rahmen einer Sepsis neu aufgetretene kognitive Storungen

prasentierten, konnten in der Magnetresonanztomographie eine erhohte Durchlédssigkeit



der BHS beobachtet werden (42). Der Barriere-Zusammenbruch durch eine systemische

Entziindung wurde somit ebenso mittels Bildgebung gezeigt.

Zusammenfassend ist die Alteration der BHS als wichtige Komponente des
pathophysiologischen Prozesses im Rahmen eines ischdmischen Insults zu betrachten.
Inflammatorische Vorginge, sowohl lokal als auch systemisch, konnen die biologische

Barriere weiter kompromittieren und zentralnervose Schiaden aggravieren.
1.2 Takotsubo-Kardiomyopathie
1.2.1 Klinik und Pathophysiologie

Klinisch présentiert sich die Takotsubo-Kardiomyopathie (TKM) dhnlich einem akuten
Koronarsyndrom (ACS) mit plotzlich einsetzenden Symptomen wie Thoraxschmerzen,
Dyspnoe, Ubelkeit und/oder einer kardiogenen Synkope (43). Es ist jedoch keine
koronarangiographisch nachweisbare, relevante Stenose der Koronararterien urséchlich
(44). Es liegt eine Ischdmie des Myokards vor (45), welche allerdings nicht deutlich dem
Versorgungsgebiet einer Koronararterie zugeordnet werden kann (46). Circa 2% aller im
Rahmen einer notfallmiBigen Koronarangiographie behandelten ACS werden final als
Takotsubo-Syndrom (TTS) diagnostiziert (47). Im Elektrokardiogramm koénnen
infarkttypische Alterationen wie ST-Strecken-Hebungen auftreten (43). Wahrend eines
TTS zeigt das Herz eine transiente linksventrikulire Dysfunktion mit reduzierter
Ejektionsfraktion (48). Bei liber 80% ist der linke Ventrikel systolisch apikal balloniert
(43, 46). Eine daraus resultierende Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstraktes ist
moglich (46, 49). Mittels Echokardiographie, Kardio-Magnetresonanztomographie oder
Lavokardiographie kann dieses charakteristische Bild der apikalen Ballonierung
nachgewiesen werden (44, 48). Seltener betrifft die kinetische Dysfunktion den rechten
Ventrikel (46). Wihrend sich bildmorphologisch eine ausgedehnte kardiale
Wandbewegungsstorung  zeigt, ist laborchemisch, im Vergleich zu einem
Myokardinfarkt, allenfalls ein méBiger Anstieg der Biomarker eines akuten

Myokardschadens detektierbar (43, 47).

Liickenlos beschrieben ist die Atiologie der TKM bisher nicht (49). Insgesamt wird
aktuell ein Zusammenspiel aus systemischem Katecholaminsturm, Ostrogenmangel und
einem auslosenden Stressor angenommen (50). Patient:innen mit TKM zeigten,

verglichen mit dem Patient:innenkollektiv des ACS, signifikant erhéhte Plasma-



Katecholaminlevels im Sinne gesteigerter Noradrenalin-, Adrenalin- und
Dopaminkonzentrationen (47). Bei etwa zwei Drittel der Erkrankten konnte ein
vorausgehender physischer und/oder psychischer Stressor ermittelt werden (43). Hier
seien beispielhaft grofBere Operationen, Chemotherapien, Infektionen oder emotionale
Trigger genannt (47, 49, 51, 52). Aus diesem Grund wird die TKM auch als Syndrom des
gebrochenen Herzens (,,broken heart syndrome*) bezeichnet (49). Auf den Organismus
einwirkender Stress fithrt zur komplexen Aktivierung des zentralen sowie autonomen
Nervensystems, was schlieflich in einer gesteigerten Katecholamin-Ausschiittung
resultiert. Dies kann sowohl systemisch als auch lokal an kardialen Nervenendigungen
der sympathischen Innervation stattfinden (47). Uber gesteigerte Katecholaminlevels
werden aktuell diverse Aspekte der bekannten Pathogenese des TTS erklart: Die apikale
Ballonierung scheint aus der Verteilung myokardialer 3-Adrenozeptoren zu resultieren.
Es konnte gezeigt werden, dass B1-Rezeptoren quantitativ vermehrt basal vertreten sind,
wobei apikal B2-Rezeptoren iiberwiegen (53). Zwar werden B2-Rezeptoren nicht primér
in Kardiomyozyten exprimiert, sondern beispielsweise im Gefallendothel, vermitteln aber
dennoch adrenerge Effekte auf das Myokard (54). Bei supraphysiologischen Adrenalin-
Konzentrationen kommt es an 32-Rezeptoren zu einer modifizierten Stimulus-Antwort:
die G-Protein-Kopplung verlagert sich von einer Gs- (stimulatorisch) zu einer Gi-
Kopplung (inhibitorisch) (55). Hieraus ergibt sich eine lokalisierte, kardiodepressive
Wirkung des Adrenalins, woraus die apikale Hypokinesie zu resultieren scheint. Dies
konnte im Tiermodell gezeigt werden (53). Ebenfalls wurde die apikale Ballonierung des
linken Ventrikels bei Patient:innen nach intravendser Katecholamingabe beobachtet (56).
Weiter ist eine direkte kardiotoxische Wirkung der Katecholamine annehmbar (49, 50).
Dies wurde an Myokardbiopsien von Patient:innen mit TTS demonstriert. Histologisch
zeigten sich deutliche GroBenunterschiede der Kardiomyozyten sowie eine Reduktion der
kontraktilen Elemente (48). Die akute Ischdmie des Myokards wird auf eine Dysfunktion
der Mikrozirkulation zuriickgefiihrt (57), wobei der Katecholaminsturm iiber al-

Rezeptoren mikrovaskuldre Spasmen verursacht (58).

90% aller TKM-Patient:innen sind weiblich (43). Fast 80% der Erkrankten sind Frauen
alter als 50 Jahre (43), vorwiegend mit postmenopausalem Hormonstatus (44). Dieser ist
durch absinkende systemische Ostrogen-Spiegel gekennzeichnet (59, 60). Eine positive

Wirkung einer Ostrogen-Supplementierung auf Blutdruck und Herzfrequenz bei



Stressinduktion wurde im Tierversuch an ovariektomierten Ratten gezeigt (61). Ferner
sind Ostrogen-Effekte auf den GefdBtonus im Sinne einer reduzierten endothalialen
Dysfunktion bekannt (47, 50). Perimenopausale Patientinnen présentierten unter
Ostrogen-Supplementation  signifikant  niedrigeren ~ Katecholaminspiegel  bei

Stressexposition (62).

SchlieBlich ist die systemische Inflammation sowie die lokale Entziindung des Myokards
als pathophysiologische Komponente eines TTS zu erwdhnen. Im Tierversuch wurden
nach Induktion eines TTS sowohl die Infiltration von Entziindungszellen des
Herzmuskels als auch elevierte proinflammatorische Zytokine im Plasma der
Versuchstiere gezeigt (63). Ebenso wurden im Tierversuch nach physischer
Stressinduktion durch Adrenozeptorblockade verminderte Levels proinflammatorischer
Zytokine detektiert (64). Gupta et al. fiihrten in einem Review aktueller Literatur als
Indikatoren einer beteiligten Inflammation histologische Korrelate eines entziindlichen
Geschehens in  Myokardbiopsien von TKM-Patient:innen sowie elevierte
Plasmakonzentration von Interleukin-6 und -10 auf. Dies schien mit einer erhohten
Sterblichkeit im Krankheitsverlauf assoziiert zu sein (49). Scally et al. zeigten in einer
prospektiven multizentrischen Studie erhohte Interleukin-6-Plasmalevels sowie die
entzlindliche Infiltration des Myokards durch Makrophagen bei Patient:innen mit akuter
TKM (65). Santoro et al. beschrieben ein systemisches Entziindungsgeschehen im
Rahmen eines TTS und eines ACS. Die pridominanten inflammatorischen Mediatoren
differierten, wobei die TKM mit einem hoheren TNF-a-Level einherging und das ACS
mit einem hdheren Interleukin-6-Level (66). Eine retrospektive klinische Studie von
Vogelstein et al. legte auch im klinischen Kontext die Kopplung des adrenergen Systems
mit einer systemischen Inflammation nahe. Die medikamentdse ai-Rezeptorblockade
reduzierte sowohl Morbiditdt als auch Mortalitit bei systemischer Hyperinflammation
(67). Ebenso ist die Myokarditis adrenerger Genese als lokale Entziindungsreaktion bei
erhohten Katecholaminspiegeln bereits beschrieben (68). In vitro konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung einer Kultur von respiratorischen Epithelzellen mit Epinephrin zu
einem Sekretionsanstieg der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 sowie TNF-a
fiihrte (69). Insgesamt ist anzunehmen, dass ein Katecholaminsturm Trigger einer lokalen

sowie systemischen Inflammation sein kann.



1.2.2  Ischdamischer Insult und Takotsubo-Syndrom

Das simultane Auftreten eines ischdmischen Insults und einer TKM ist mehrfach
publiziert (70-73). Im Folgenden wird die Pathophysiologie im Kontext des zeitlich eng
gekoppelten Beginns beleuchtet. Neben diesem ist auch das versetzte Eintreten eines
ischdmischen Insults nach einem TTS innerhalb eines Organismus beschrieben (74). Eine
strikte Sequenz des Auftretens der beiden Pathologien scheint es nicht zu geben: es wurde
sowohl der Beginn eines TTS nach bereits aufgetretenem ischdmischen Schlaganfall
publiziert sowie vice versa, teils konnte die genaue Chronologie und somit die ,,Henne-
Ei-Frage* nicht geklart werden (73). Folgt der Beginn einer TKM auf einen bereits
stattgehabten Insult, so fiigt sich dieser Hergang in die bereits in Kapitel (Kap.) 1.2.1
beschriebene pathophysiologische Achse ein. Umgekehrt ist als plausible Entitdt ein
kardioembolisches Geschehen im Sinne eines sich im hypokinetischen linken Ventrikel
bildenden, nach zentral abgeschwemmtem Thrombus beschrieben. Es ist nicht
abschlielend geklart, ob es sich um die Hauptursache eines auf ein TTS folgenden Insults

handelt oder um eine mogliche pathophysiologische Sequenz von Mehreren (75).

Patient:innen, welche simultan ein TTS sowie einen ischdmischen Insult prdsentieren,
weisen folgende klinische Merkmale auf: die Mehrheit ist weiblich, fortgeschrittenen
Alters, hat laborchemisch elevierte Entziindungsparameter und einen initial hoheren
NIHSS (72, 73). Der NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale) ist ein
numerisches Scoring-Instrument der Neurologie zur klinischen Kategorisierung der
Schwere eines Insults (76). Insgesamt wurden gravierendere neurologische Defizite
sowie eine hohere innerklinische Sterblichkeitsrate gezeigt (70, 73). Neuroanatomisch

dominiert die Affektion der Inselrinde beziehungsweise peri-insuldrer Bereiche (72, 73).

Insgesamt kann die klinische Konstellation aus ischdmischem Insult und TTS als durch
die Hirn-Herz-Achse gekoppelt betrachtet werden (70). Die Hirn-Herz-Achse beschreibt
die Verschaltung des zentralen autonomen Netzwerks, welches unter anderem die
Inselrinde und den Hypothalamus inkludiert, mit dem kardiovaskuldren System (77). Es
handelt sich um eine Achse der supraspinalen Regulation des vegetativen Nervensystems
(78). Die Einheit, im Rahmen derer die Schlaganfall-Herz-Interaktion stattfindet, ist
bidirektional und noch nicht vollstindig verstanden (79). Sowohl im Tierversuch als auch

in Humanstudien wurde mehrfach die kardiale Responsivitit auf eine zentrale



Stimulation beziehungsweise Schddigung der Inselrinde gezeigt. Es sind sowohl die
Modulation von Kreislaufparametern wie Herzfrequenz und Blutdruck als auch kardiale
Rhythmus-, Reizleitungs- sowie Erregungsriickbildungsstérungen beschrieben.
Besonders zu betonen ist eine konsekutive myokardiale Dysfunktion, genauer
linksventrikulire Wandbewegungsstorungen, bei Ischdmie der Inselrinde (77). Das
simultane Auftreten von ischdmischem Schlaganfall und TKM konnte somit iiber die
Inselrinde gekoppelt sein (72): Als grundlegender Mechanismus wird die autonome
Dysregulation, eine parasympathische Hypo- beziehungsweise sympathische
Hyperaktivitét, durch die kortikale Beeintrachtigung angenommen. Neben der Ischimie
kann auch die zentrale Verarbeitung von emotionalem Stress iiber die Inselrinde zu einem
gesteigerten Sympathikotonus mit entsprechender kardiovaskuldrer Antwort fithren (70,

77).

Die BHS wird unter ischdmischen Bedingungen kompromittiert (vgl. Kap. 1.1.2). Auch
eine Beeintrachtigung der regelrechten kardialen Funktion, wie beispielsweise durch
einen herzchirurgischen Eingriff, beeintrachtigt die Integritit der BHS: sowohl eine
passager reduzierte Perfusion als auch eine ausgeloste systemische Entziindung kann fiir
die Offnung der BHS verantwortlich sein (80). Vice versa fiihrt die durch einen
ischamischen Insult ausgeldste Neuroinflammation zur BHS-Schiadigung, wobei lokal
freigesetzte Entziindungsmediatoren systemisch wirksam werden konnen (28, 81). Eine
kardiale Schidigung durch systemische Entziindungsgeschehen ist bekannt (82-84).
Insgesamt ist die BHS somit als wichtige Komponente der Hirn-Herz-Achse anzusehen

und in pathophysiologische Uberlegungen zu integrieren.
1.3 Ziel der Arbeit

Das simultane Auftreten von ischdmischem Schlaganfall und TTS ist eine relevante,
bisher nicht ausreichend verstandene klinische Konstellation. Die BHS ist bidirektional
in den pathologischen Prozess eingebunden und wird durch diesen maligeblich
geschiadigt. Die Homoostase des ZNS ist beeintrdchtigt, Katecholamine sowie
Entziindungsmediatoren erreichen ungehindert das bereits durch die Ischdmie
kompromittierte neuronale Gewebe. Umgekehrt kann die lokale Neuroinflammation

systemisch wirksam werden und das bereits beeintrachtigte Herz weiter schadigen.
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Die vorliegende Arbeit untersuchte die Auswirkungen wichtiger potentieller Noxen,
denen die BHS im Rahmen oben geschilderter Konstellation ausgesetzt ist: Sauerstoff-
Glucose-Mangel, wie 1im Rahmen eines ischdmischen Insults, elevierte
Katecholaminlevels sowie lokale Neuroinflammation beziehungsweise systemische
Entziindungsgeschehen. Ferner wurde die Fragestellung integriert, ob und in welchem
Ausmal} der postmenopausale Hormonstatus zur gesteigerten Perzeptivitit der BHS
gegeniiber einer Schdadigung durch die genannten Faktoren beitrdgt. Der Fokus lag auf
Alterationen der Zell-Zell-Verbindungen der BHS, den Tight junctions und Adherens
junctions, sowie zwei Vertretern der Integrin-a-Familie. Es wurde ein breites Spektrum

untersuchter Zielproteine gewahlt, um einen umfassenden Einblick zu gewihren.

Insgesamt soll diese Arbeit zu einem besseren Verstindnis der BHS-Verdnderungen im
Kontext des zeitgleichen Auftretens von TKM und ischdmischem Schlaganfall beitragen.
Die durchgefiihrten in vitro Versuche konnen eine experimentelle Grundlage bieten, um
in Zukunft die pathogenetischen Hintergriinde weiter zu erforschen. Darauf aufbauend
konnten Therapiekonzepte entwickelt werden. Gemél des ,,from bench to bedside®-
Konzeptes ist somit eine klinische Anwendung, basierend auf den experimentellen
Ergebnissen im Sinne der Optimierung von aktuellen Behandlungsstrategien, das

Langzeitziel weiterer Forschung.

2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerdte und Software

In Tab. 1 aufgefiihrte Geréte sowie Softwares wurden fiir die Durchfithrung der Versuche

verwendet.

Tabelle 1: Gerdte und Softwares

Gerit/Software Firma/Entwickler
Absorbance microplate reader Tecan

AlphaView Software ProteinSimple/Bio-Techne
Elektrophoresekammer XCell SureLock™ Mini Thermo Fisher Scientific
Cell
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Gerit/Software Firma/Entwickler
FluorChem FC2 Multilmager I1 Alphalnnotech
Fluoreszenzmikroskop BIOREVO BZ-9000 Keyence
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr
Gefrierschrank (-80°C) Thalheimer

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, Inc
Heizblock DB-series Techne

Image] Software (Version 1.52a) Wayne Rasband
Inkubator C60 Labotec

Inkubator Forma Steri-Cult

Thermo Fisher Scientific

Inkubator Heracell™ 150i CO>

Thermo Fisher Scientific

Kiihlschrank (4°C) Liebherr
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss
Magellan™ Software (Version 7.2) Tecan
Magnetriihrer Labinco

Mini-Vortexer

A. Hartenstein

Mini-Zentrifuge/Vortex Microspin FV-2400

Biosan

NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific

PCR-Maschine StepOnePlus™ Real-Time PCR

Thermo Fisher Scientific

System

Power Pack Biometra
Riittelplatte Duomax 1030 (verwendet bei 4°C) Heidolph
Riittelplatte Vibrax® (verwendet bei RT) IKA

StepOnePlus™ Software v2.3

Thermo Fisher Scientific

Sterilbank HER Asafe®

Thermo Fisher Scientific

Thermomixer comfort (1,5 ml)

Eppendorf

Thermozykler (2720)

Thermo Fisher Scientific

Transfertank

Peqglab Biotechnologie
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Gerit/Software Firma/Entwickler
Ultraschall Homogenisator Sonopuls GM 3080 BANDELIN electronic
Wiérmeplatte Medite

Wasserbad LAUDA-GFL
Zentrifuge 5418 R Eppendorf

Zentrifuge Perfect Spin P Peqglab Biotechnologie
Zentrifuge Thermo Heraeus Megafuge 16 R Thermo Fisher Scientific

2.1.2  Substanzen, Puffer und Losungen

In Tab. 2 sind alle verwendeten Substanzen aufgefiihrt. Tab. 3 sowie Tab. 4 zeigen das

jeweilige Mischungsverhéltnis fiir die angesetzten Puffer und Losungen.

Tabelle 2: Substanzen

Substanz Firma/Katalognummer
17B-Ostradiol (E2) Sigma-Aldrich/E2758
Aqua (H20, destilliert) B. Braun/00088992
Bromophenol Blue Sigma-Aldrich/B5525
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma-Aldrich/A7906

cOmplete™ ULTRA Protease Inhibitor Cocktail | Roche/5892970001

DMEM-high glucose (Dulbecco’s modified | Sigma-Aldrich/D5796
Eagle’s Medium — high glucose 4500 mg/1)

DMEM-no glucose (Dulbecco’s modified Eagle’s | Thermo Fisher Scientific/11966025

Medium — no glucose)

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich/D4540
Dopamine hydrochloride Sigma-Aldrich/H8502
Epinephrin Sigma-Aldrich/E4250
Essigsédure (C2H40z) Carl Roth/7332

FCS (Fetales Kélberserum) Sigma-Aldrich/F7524
Gelatine Sigma-Aldrich/C3662
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Substanz Firma/Katalognummer
Glycerol Thermo Fisher Scientific/17904
Glycin AppliChem/131340

Interleukin-6 (Maus)

Thermo Fisher Scientific/PMC0064

Kollagen-IV Sigma-Aldrich/C5533
L-Glutamin Merck/K0283
Luminol Sigma-Aldrich/A8511
Magermilchpulver AppliChem/A0830
MEM Vitamin Solution (100x) Sigma-Aldrich/M6895

Methanol

Honeywell (Riedel-de Haén)/34885

Mountant Permaflour

Thermo Fisher Scientific/TA-030-FM

Natrium-Pyruvat

Gibco/11530396

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich/31434

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth/6785.1

NEAA (Nicht-essentielle Aminoséuren, 100x)

Sigma-Aldrich/M7145

Norepinephrin

Sigma-Aldrich/A7257

Normal Schweineserum (Normal Swine Serum

Blocking Solution)

Vector Laboratories/S-4000-20

NP-40 (Surfact-Amps™)

Thermo Fisher Scientific/85124

Nukleasefreies Wasser

Thermo Fisher Scientific/AM9937

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific/26619

PBS (Phosphate-Buffered Saline) Sigma-Aldrich/D8537
PCA (p-Coumaric acid) Sigma-Aldrich/C9008
Penicillin/ Streptomycin Merck/A2213
Salzsdure (HCI, 1M) Carl Roth/K025

SDS (Natriumdodecylsulfat) AppliChem/A1112
Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich/D6750
-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich/M6250
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Substanz

Firma/Katalognummer

TagMan™ Fast Advanced Master Mix

Thermo Fisher Scientific/4444557

TNF-o (Maus) Sigma-Aldrich/T7539
Tris PUFFERAN® Carl Roth/5429
Trypsin-EDTA Solution Biochrom/L.2143
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich/P1379
Wasserstoffperoxid (H202) Sigma-Aldrich/216763

Tabelle 3: Puffer

4x Lammli-Puffer

- 0,004% Bromophenol Blue
- 6% B-Mercaptoethanol

- 40% Glycerol

- 8%SDS

- 250 mM Tris HCI (pH 6,8)

RIPA-Puffer

150 mM NaCl
- 1% NP-40
0,1% SDS

- 0,5% Sodium deoxycholate
50 mM Tris (pH 8,0)

Tabelle 4: Losungen

ECL-I -Lésung

- 25ml Tris (pH 8,8)
- 2,3 ml PCA gelost (784 mg PCA-Pulver
in 53 ml DMSO)

- 5 ml Luminol gelst (5 g Luminolpulver
in 113 ml DMSO)
- auf 250 ml mit H20 aufgefiillt.

ECL-II-Lésung

- 25ml Tris (pH 8,8)
- 160 pl H202
- auf 250 ml mit H2O aufgefiillt.

2.1.3  Verbrauchsmaterial

Im Folgenden werden in Tab. 5 alle benétigten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.
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Tabelle 5: Verbrauchsmaterial

Material

Firma

24-Well-Platte

Thermo Fisher Scientific

6-Well-Platte

Thermo Fisher Scientific

96-Well-Platte

Thermo Fisher Scientific

Blottingvlies

Peqglab Biotechnologie (Tankblotset)

Deckgldschen (12 mm Durchmesser)

R. Langenbrinck

Elektrische Pipette

Greiner Bio-One™

Insulinspritze Omnican®40

B. Braun

MicroAmp™ 96-Well-Platte

Thermo Fisher Scientific

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Thermo Fisher Scientific

Objekttriager (76x26 mm) R. Langenbrinck
Pasteurpipette (Glas) Brand

Pipette 10 pul Eppendorf
Pipette 100 pl Eppendorf
Pipette 1000 pl Eppendorf
Pipettenspitze 0,5-20 ul (Biosphere®) Sarstedt
Pipettenspitze 100-1000 pl (Biosphere®) Sarstedt
Pipettenspitze 2-100 pl (Biosphere®) Sarstedt

PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid)

Bio-Rad Laboratories

Rohrchen (15 ml)

Greiner Bio-One™

Rohrchen (50 ml)

Greiner Bio-One™

Serologische Pipette (10 ml)

Greiner Bio-One™

Serologische Pipette (25 ml)

Greiner Bio-One™

Serologische Pipette (5 ml)

Greiner Bio-One™

Serologische Pipette (50 ml)

Greiner Bio-One™

Tubes (0,2 ml)

Sarstedt

Tubes (1,5 ml)

Sarstedt
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Material Firma

Blottingpapier (580x580 mm; selbst | A. Hartenstein

zugeschnitten)

Zellkulturflasche T-25 (mit Filter) Sarstedt
Zellkulturflasche T-75 (mit Filter) Sarstedt
Zellschaber (25 cm) Sarstedt

2.1.4  Antikérper

Fiir Western-Blot und Immunfluoreszenzfarbung eingesetzte Primidrantikorper sowie
deren Verdiinnung werden in Tab. 6 beschrieben. Die benotigten Sekundérantikorper sind

in Tab. 7 gelistet.

Tabelle 6: Primdrantikorper

Primirantikorper Firma/Katalognummer Verdiinnung/Einsatz
Anti-Claudin-5 (Alexa fluor) Thermo Fisher | 1:500/Immunfluoreszenzfarbung
Scientific/352588
Anti-Claudin-5 Maus Thermo Fisher Scientific/35- | 1:500/Western-Blot
2500
Anti-Occludin Acris/358-504 1:200/Western-Blot
Meerschweinchen
Anti-B-Aktin-HRP Sigma-Aldrich/A3854 1:25.000/Western-Blot
Anti-VE-Cadherin Ratte | Hergestellt nach Hybridoma- | Unverdiinnt/Western-Blot
(laboreigener Hybridoma- | Methode (85)
Uberstand)
Anti-ZO-1 Hase Thermo Fisher Scientific/40- | 1:500/Western-
2300 Blot/Immunfluoreszenzfarbung
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Tabelle 7: Sekundiirantikérper

Sekundirantikorper Firma/Katalognummer Verdiinnung/Einsatz

Anti-Hase IgG Cell Signaling | 1:3000/Western-Blot
Technology/7074S

Anti-Hase IgG (Alexa fluor | Thermo Fisher | 1:2000/Immunfluoreszenzfirbung

594, Esel) Scientific/A21207

Anti-Maus IgG Roche/12015218001 1:3000/Western-Blot

Anti-Meerschweinchen IgG Santa Cruz | 1:5000/Western-Blot
Biotechnology/sc2438

Anti-Ratte IgG Thermo Fisher Scientific/61- | 1:5000/Western-Blot
9520

2.1.5 Real-time RT-PCR-Sonden

Fiir die real-time RT-PCR verwendete Sonden sind in Tab. 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: PCR-Sonden

PCR-Sonde Firma/Katalognummer

Calnexin (Canx) Thermo Fisher Scientific/Mm00500330 m1
Claudin-5 Thermo Fisher Scientific/Mm00727012_s1
Integrin-o1 (Itgal) Thermo Fisher Scientific/Mm01306375_m1
Integrin-aV (ItgaV) Thermo Fisher Scientific/Mm00434486 m1
Occludin Thermo Fisher Scientific/Mm00500912_m1
VE-Cadherin Thermo Fisher Scientific/Mm00486938 m1
Z70-1 Thermo Fisher Scientific/Mm00493699 m1

2.1.6 Labor Kits

Eine Auflistung der verwendeten Labor-Kits findet sich in Tab. 9. Alle Kits wurden stets

streng gemil} Hersteller-Angaben eingesetzt.
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Tabelle 9: Angewandte Laborkits

Labor Kit Anwendungsbereich Firma/Katalognummer
High-Capacity ¢cDNA Reverse | cDNA-Herstellung mittels | Thermo Fisher
Transcription Kit reverser Transkription Scientific/4368814
NucleoSpin® RNA Isolation der Ribonukleinsdure Macherey-Nagel/740955

NuPAGE™-System

- NuPAGE™ 4 to 12%,
Bis-Tris, 1.0 mm, Mini

Protein Gel, 17-well

- NuPAGE™ LDS
Sample Buffer

- NuPAGE™
Antioxidant

- NuPAGE™  Sample
Reducing Agent

- NuPAGE™ MOPS
SDS Running Buffer

- NuPAGE™ Transfer
Buffer

SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese/Transfer-

Blot

Thermo Fisher Scientific/

NP0329

- NP0007

- NP0005

- NP0009

- NP0001

- NP0006

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Herstellung der Proteinproben

Thermo Fisher Scientific/23225

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung von cEND-Zellen in vitro

Alle Versuche wurden mit cEND-Zellen durchgefiihrt. Es handelt sich um eine

immortalisierte Endothelzelllinie aus dem murinen Zerebrum. Die Zellen wurden bereits

hinreichend beschrieben und mehrfach in vitro untersucht (86-88). cEND sind

Endothelzellen der BHS, welche in stindigem, direktem Kontakt zum Blutmilieu stehen
(6). Als Zielproteine wurden Claudin-5 (Cldn-5), Occludin (Ocln), Zonula-Occludens-
Protein-1 (ZO-1) und VE-Cadherin (VE-Cad.) sowie die Integrinuntereinheiten Integrin-

al (Itgal) und Integrin-aV (ItgaV) gewihlt. Alle Zielproteine werden von cEND-Zellen

exprimiert (29, 30, 86, 89). Ebenfalls wurden bereits Ostrogenrezeptoren an cEND

nachgewiesen (88).
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Die Arbeit mit cEND wurde durchgehend unter einer Sterilbank (HER Asafe®, Thermo
Fisher Scientific) und auf einer Warmeplatte (Medite) durchgefiihrt. Initial erfolgte das
Auftauen der in einem Stickstofftank eingefrorenen Zellen. Die aufgetauten Zellen
wurden mit 10 ml im Wasserbad (LAUDA-GFL) erwédrmtem Kulturmedium (s. Tab. 10)
versetzt in eine Kulturflasche (T-25) verbracht. Um ein adhdrentes Wachstum als
Monolayer zu erméglichen, wurde der Boden aller Kulturflaschen mit 0,5%-iger Gelatine
beschichtet (30 Minuten Inkubation mit 15 ml Gelatine gefolgt von sorgfiltigem
Absaugen der iiberschiissigen Losung). Die Kultivierung von cEND erfolgte im
Inkubator Forma Steri-Cult (37°C, 95% relative Luftfeuchtigkeit, 5% CO.). Alle zwei bis
drei Tage wurde das Kulturmedium abgesaugt und 8 ml frisches Medium hinzugegeben.
Nach einer Woche konnte zur quantitativen Vermehrung der Zellen das sog. Splitting im
Verhiltnis 1:2 durchgefiihrt werden. Mit dem Lichtmikroskop wurde das konfluent
gewachsene Zell-Monolayer auf seine Integritit kontrolliert. Ergaben sich keine
Auffalligkeiten, wurde das Ndhrmedium abgesaugt und zwei Mal mit 15 ml gewdrmtem
PBS gewaschen. Um die Zellen vom Boden der Kulturflasche zu 16sen, wurden 2 ml
warmes Trypsin auf diese gegeben. Dieser circa vierminiitige Vorgang wurde
engmaschig lichtmikroskopisch kontrolliert. Die gelosten cEND-Zellen wurden mit 38
ml Kulturmedium versetzt, um die Trypsin-Aktivitit zu stoppen. Jeweils 20 ml der
Zellsuspension wurden in eine beschichtete Kulturflasche (T-75) pipettiert. Die weitere
Kultivierung wurde zyklisch in Kulturflaschen mit einer Fliche von 75 cm? mit je 20 ml

Volumen durchgefiihrt.

Zur experimentellen Behandlung von cEND erfolgte das ,,Aussden‘ mit anschlieBender
Differenzierung. Die wie beschrieben erzeugte Zellsuspension wurde in Well-Platten
(Lochplatten) ,,ausgesdt“. In Gelatine-beschichtete (3 ml pro Well) 6-Well-Platten
wurden je 2,6 ml Zellsuspension in ein Well pipettiert. Nach einwochiger Kultivierung,
wobei alle zwei bis drei Tage das Kulturmedium (3 ml pro Well) gewechselt wurde,
konnten die cEND-Zellen differenziert werden: Das Kulturmedium wurde abgesaugt,
zweimalig mit 3 ml warmem PBS pro Well gewaschen und schlieBlich 3 ml
Differenzierungsmedium (s. Tab. 10) iiber 24 Stunden appliziert. Durch das
Differenzierungsmedium wurde mittels Serum-Reduktion eine stabile Phase von cEND

zur weiteren Behandlung erreicht (86).
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Tabelle 10: Medien zur Kultivierung von cEND

Kulturmedium Differenzierungsmedium
- 500 ml DMEM-Medium (high glucose) - 500 ml DMEM-Medium (high glucose)
- 50ml FCS - 5mlFCS
- 10 ml L-Glutamin - 2,5 ml Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)
- 10 ml MEM Vitamin-Kit
- 10mlI NEAA
- 10 ml Natrium-Pyruvat
- 2,5 ml Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)

2.2.2  Behandlungsschemata bei Normoxie in vitro

Die differenzierten cEND-Zellen wurden im Inkubator in verschiedenen
Versuchsaufbauten mit Entziindungsmediatoren (TNF-o und Interleukin-6),
Katecholaminen (Dopamin, Epinephrin und Norepinephrin) und 178-Ostradiol (E2),
stellvertretend fiir Ostrogene (90), behandelt. Alle Substanzen wurden geldst und mit
Differenzierungsmedium mittels Verdiinnungsreihe auf eine gewéhlte Endkonzentration
verdiinnt (s. Tab. 11). Sofern es sich bei dem verwendeten Losungsmittel nicht um
Differenzierungsmedium handelte, wurde die entsprechende Konzentration des

Losungsmittels den Kontrollen zugegeben.

Tabelle 11: Substanzen zur Behandlung von cEND

Substanz Losungsmittel Endkonzentration
Dopamin Differenzierungsmedium 150 uM (91)
Epinephrin 0,5 M HCI 1 uM (69)
Norepinephrin 0,5 M HCI 1 uM (69)

TNF-a Differenzierungsmedium 100 nM (29)
Interleukin-6 100 mM Essigsdure S pg/ml (92)
17B-Ostradiol (E2) Ethanol 10 nM (93, 94)

Unter der Inkubationsbedingung ,,Normoxie ohne Glucose-Entzug®, welche im

Folgenden der Ubersichtlichkeit halber lediglich als ,,Normoxie* bezeichnet wird,
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erfolgten drei verschiedene Versuchsreihen. Nach Zell-Differenzierung wurde iiber
weitere 24 Stunden mit E2 vorbehandelt. Den Kontrollen wurde die korrespondierende
Konzentration Ethanol zugesetzt. Im Anschluss wurden je nach Versuchsaufbau

Katecholamine und/oder Entziindungsfaktoren appliziert (vgl. Abb. 3).

24h 4h/24h
Behandlung
Differenzierung KAT/INF

Kultivierte
cEND-Zellen

24h

Vorbehandlung
E2

Abbildung 3: Allgemeines Behandlungsschema bei Normoxie

L) Kultivierte cEND-Zellen wurden fiir 24 h differenziert. I1.) Es erfolgte die Vorbehandlung mit E2 iiber
24h. IIL.) Je nach Versuchsaufbau wurden iiber 4h beziehungsweise 24h Katecholamine (KAT) und/oder
Entziindungsfaktoren (INF) appliziert. Die mit E2 vorbehandelten Proben erhielten weiterhin E2. Nach
Versuchsende wurden die Proben der konsekutiven Analyse zugefiihrt.

Es erfolgte die getrennte Behandlung mit Katecholaminen oder Entziindungsfaktoren

iiber 24 Stunden (s. Abb. 4). Es wurden 3 ml Differenzierungsmedium pro Well

verwendet.

1) 11.)

900
OE®

]

Abbildung 4: Schema der separaten Behandlung mit Katecholaminen/Entziindungsfaktoren bei

Normoxie
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Schematisch dargestellt sind 6-Well-Platten. 1.) Behandlungsschema mit Katecholaminen (24h):
Applikation von Katecholaminen (+ KAT), E2 (+ E2) sowie KAT und E2 in Kombination (+ KAT + E2).
I1.) Behandlungsschema mit Entziindungsfaktoren (24h): Applikation von Entziindungsfaktoren (+ INF),
E2 (+ E2) sowie INF und E2 in Kombination (+ INF + E2). Eine unbehandelte Kontrolle (K) diente jeweils

als Referenz. Die Analyse erfolgte nach 24 h. Die pinke Farbung symbolisiert das Differenzierungsmedium.

Die simultane Applikation von Katecholaminen sowie Entziindungsfaktoren erfolgte
iiber zwei verschiede Zeitintervalle: liber vier sowie 24 Stunden. Fiir den vierstiindigen
Versuchsansatz wurden pro Well 1,5 ml Differenzierungsmedium verwendet. Dies diente
der spéteren Vergleichbarkeit mit den Proben nach Sauerstoff-Glucose-Entzug in vitro

(s. Kap. 2.2.3). Uber 24 Stunden wurden 3 ml je Well beibehalten.

Abbildung 5: Schema der simultanen Behandlung mit Katecholaminen

und Entziindungsfaktoren

Schematisch dargestellt ist eine 6-Well-Platte bei der simultanen
Behandlung mit Katecholaminen und Entziindungsfaktoren (+ KAT + INF)
sowie E2 (+ KAT + INF + E2). Weiter wurde eine mit E2 behandelte Probe
(+ E2) beziehungsweise eine unbehandelte Kontrolle (K) parallel inkubiert.

Es wurden zwei Zeitintervalle untersucht: die Analyse erfolgte nach 4h

beziehungsweise 24h. Die pinke Férbung symbolisiert das

[el515)
L@@,

Differenzierungsmedium.

2.2.3  Sauerstoff-Glucose-Entzug und Reoxygenierung in vitro

Um die Konditionen eines ischdmischen Schlaganfalls zu simulieren, wurde das Modell
des Sauerstoff-Glucose-Entzugs in vitro liber vier Stunden, auf Englisch als Oxygen
Glucose Deprivation (OGD) bezeichnet, gewdhlt. Hier handelt es sich um einen bereits
etablierten Versuchsaufbau (20, 35, 95). Der Zeitraum des OGD iiber vier Stunden deckt
sich mit der klinischen Erkenntnis, dass erste BHS-Schidden nach einer circa
vierstiindigen Ischdmie apparent werden (26). Die pathophysiologische Konstellation des
Glucose- sowie Sauerstoffmangels werden mittels glukosefreien Mediums und Hypoxie-
Kammer immitiert. Klinisch wird in der Akutversorgung eines ischdmischen
Schlaganfalls, nach Ausschluss von Kontraindikationen, primér die systemische
Thrombolyse und/oder Thrombektomie zur Reperfusion angestrebt (15, 18). Die
relevante Konstellation einer auf die stattgehabte Ischimie folgenden Reoxygenierung

wurde ebenfalls in vitro untersucht. Hierfiir erfolgte nach Entzug von Sauerstoff und
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Glucose eine erneute Bereitstellung iiber 20 Stunden. Der Ubersichtlichkeit halber wird
im Folgenden diese Inkubationsbedingung kompakt als ,,Reoxygenierung* bezeichnet.

Es handelt sich um einen etablierten Versuchsaufbau (36).

24h 4h OGD
Behandlung
Differenzierung KAT/INF .
' Direkte Analyse
Kultivierte
cEND-Zellen
= e
24 h Reoxygenierung
Vorbehandlung
E2

Abbildung 6: Behandlungsschema bei Sauerstoff-Glucose-Entzug

I.) Differenzierung von cEND iiber 24 h. II.) Vorbehandlung mit E2 iiber 24 h. IIL.) Uber vier Stunden
erfolgte der Sauerstoff- Glucose-Entzug (OGD). Je nach Versuchsgruppe wurden Katecholamine (KAT)
sowie Entziindungsmediatoren (INF) appliziert. Die mit E2 vorbehandelten Proben erhielten weiterhin E2.
Eine Versuchsgruppe wurde direkt analysiert, eine weitere wurde der Reoxygenierung iiber weitere 20

Stunden zugefiihrt.

Nach Differenzierung von cEND (s. Kap. 2.2.1) erfolgte das Absaugen des
Differenzierungsmediums sowie ein zweimaliger Waschvorgang mit gewédrmtem PBS.
Pro Well wurden anschlieBend 1,5 ml glukosefreies OGD-Medium (DMEM-Medium no
glucose) hinzugegeben. Unter folgenden Bedingungen wurden die Zellen iiber vier
Stunden inkubiert (Inkubator C60, Labotec): 1% Oz, 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit. Nach
Ablauf des Zeitintervalls erfolgte direkt die Ernte zur weiteren Analyse oder die
Reoxygenierung. Zur Reoxygenierung wurde das OGD-Medium abgesaugt, die Zellen
mit PBS gewaschen und 3 ml glukosehaltiges Differenzierungsmedium pro Well
pipettiert. Die Inkubation fiir 20 weitere Stunden wurde unter normoxischen
Bedingungen durchgefiihrt: 37°C, 95% relative Luftfeuchtigkeit, 5% CO; (Inkubator
Forma Steri-Cult). Wie in Abb. 6 dargestellt, wurden unter OGD-Bedingungen sowie
wihrend der Reoxygenierung ebenfalls Katecholamine (KAT), Entziindungsfaktoren

(INF) und E2 appliziert. Das Behandlungsschema ist in Abb. 7 gezeigt.
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Abbildung 7: Behandlungsschema mit Katecholaminen und Entziindungsfaktoren bei Sauerstoff-

Glucose-Entzug mit Reoxygenierung

Schematisch dargestellt sind 6-Well-Platten. 1.) Simultane Behandlung mit Katecholaminen (KAT) und
Entziindungsfaktoren (INF) bei OGD (Sauerstoff-Glucose-Entzug) fiir 4 h: Applikation von KAT und INF
(+ KAT + INF), E2 (+ E2) sowie KAT, INF und E2 in Kombination (+ KAT + INF + E2). Die Analyse
erfolgte nach 4 h. I1.) 20 h Reoxygenierung (OGD + REOX) nach 4 h OGD: Gleiches Behandlungsschema
wie bei 1.) mit anschlieBendem Mediumwechsel auf Differenzierungsmedium zur Reoxygenierung iiber 20
h. Die Analyse erfolgte nach insgesamt 24 h. Eine unbehandelte Kontrolle (K) diente jeweils als Referenz.

Die blaue Farbung symbolisiert OGD-Medium, die pinke die Verwendung von Differenzierungsmedium.

Die in Kap. 2.2.2 sowie Kap. 2.2.3 beschriebenen Versuche wurden stets simultan bei
Normoxie unter Glucosezugabe beziehungsweise unter Sauerstoff-Glucose-Entzug mit
Reoxygenierung durchgefiihrt. So konnten in der statistischen Auswertung nicht nur
Effekte der einzelnen Behandlungssubstanzen, sondern auch der variablen
Inkubationsbedingungen untersucht werden. Der Ubersichtlichkeit halber wird im
Folgenden die simultane Applikation von Katecholaminen und Entziindungsmediatoren

als Behandlung mit ,,Stressfaktoren* bezeichnet.
2.3 Biochemische Analysen
2.3.1 Western Blot

Um Proteinlevels nach Abschluss der jeweiligen Experimente bestimmen zu konnen,
wurden Western Blots durchgefiihrt. Als Zielproteine wurden Vertreter der
Junktionsprotein-Familie gewahlt: Claudin-5, Occludin, ZO-1 und VE-Cadherin (vgl.
Tab. 6).
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2.3.1.1 Herstellung von Proteinproben

Nach Abschluss eines Versuchsprotokolls wurden die Well-Platten aus dem Inkubator
entnommen und direkt auf Eis verbracht. Hier erfolgte das sorgfiltige Absaugen des
Mediums sowie zweimalig ein Waschvorgang mit kaltem PBS (4°C). Pro Well wurden
100 pl RIPA-Puffer sowie 13 pul Protease Inhibitor Cocktail (Roche) hinzugegeben, um
die Zelllyse herbeizufiihren. Mit einem Zellschaber konnten die adhdrent wachsenden
Zellen vom Boden der Wells gelost werden. Mittels Pipette (1000 ul, Eppendorf) erfolgte
der Transfer in ein 1,5 ml Tube je Well. Die Proben wurden entweder direkt analysiert
oder zunéchst bei -80°C gelagert. Um valide Proteinproben zu erhalten, erfolgte die
Sonifikation dieser. Diese gewdhrleistete das ,,Aufbrechen der einzelnen
Zellbestandteile. Mittels Ultraschall Homogenisator (BANDELIN electronic) wurde
zehn Mal fiir je 0,5 s bei 20 W sonifiziert. Um zur Proteinbestimmung Proben frei von
restlichen Zellbestandteilen zu erhalten, wurden diese eine Minute mit 11.000 x g bei 4°C

zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels Pipette in ein neues 1,5 ml Tube iiberfiihrt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mittels Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Zunédchst wurde in eine 96-Well-Platte gemal der
Verdiinnungsreihe des Herstellers ein BSA-Proteinstandard pipettiert. AnschlieBend
wurde fiir jede Probe ein Triplett mit jeweils 23 ul Wasser vorgelegt, worin mittels Pipette
je 2 ul Probenmaterial eingespiilt werden konnten. Nachfolgend wurden 200 pul BCA-
Reagenz (Verhiltnis Reagenz A zu Reagenz B 50:1) pro Well hinzugegeben. Es folgte
die Inkubation (Inkubator Forma Steri-Cult) der 96-Well-Platte bei 37°C fiir 30 min. Die
Quantifizierung der enthaltenen Proteinmengen wurde mit einem Absorptions-Messgerat
(Tecan) sowie der kompatiblen Software Magellan™ durchgefiihrt. Hier wurde die
Lichtabsorption der Proben bei 540 nm detektiert. Mittels Vergleiches mit der Absorption
des vorgelegten Proteinstandards, konnte die Proteinkonzentration der untersuchten
Proben bestimmt werden. Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden Proben
von je 40 ul Volumen vorbereitet. Hierfiir wurden 12,5 pl 4x Lammli-Puffer, 5 pul Sample
Reducing Agent (NuPAGE™) sowie 32,5 ul Probenmaterial verwendet. Pro
Versuchsansatz wurde anhand der niedrigsten enthaltenen Proteinmenge in 32,5 ul die
Standardmenge fiir alle restlichen Proben festgesetzt. Aus diesem Grund wurde von den
iibrigen Proben lediglich die Menge in pl entnommen, welche der Minimalmenge

entsprach. Das restliche Volumen wurde auf 32,5 ul mit RIPA-Puffer aufgefiillt.
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2.3.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um eine semi-quantitative Bestimmung der enthaltenen Proteine zu ermdglich, erfolgte
die Auftrennung dieser mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Das im Puffer
enthaltene SDS (Natriumdodecylsulfat) denaturiert die Proteine und gewihrleistet eine
einheitlich negative Ladung dieser. Auf diese Weise konnen die Proteinproben geméf
ihrer molekularen Masse im elektrischen Feld separiert werden (96). Die Elektrophorese
wurde in der Elekrophoresekammer Xcell SureLock™ Mini Cell durchgefiihrt. In diese
wurden gemifB Anleitung maximal zwei Gele (NUPAGE™ 4 to 12%, Bis-Tris, 1.0 mm,
Mini Protein Gel) eingesetzt. AnschlieBend wurden fiir den Laufpuffer 50 ml MOPS SDS
Running Buffer (NuPAGE™) mit 950 ml Wasser gemischt. In das dulere Kompartiment
der Elektrophoresekammer wurden 600 ml, in das innere Kompartiment 200 ml fertiger
Laufpuffer eingefiillt. Dem Puffer des inneren Kompartiments wurden 500 pl
Antioxidans (NuUPAGE™) zugesetzt. Zur Grofenskalierung der spiteren Proteinbanden
wurden 2 pl gefarbter Proteinmarker vermischt mit 8 ul Limmli-Puffer inklusive Sample
Reducing Agent in die erste Tasche des Gels pipettiert. AnschlieBend wurden in jede
weitere Tasche je 10 ul fertige Proteinprobe geladen, welche zuvor fiinf Minuten bei 70°C
in einem Heizblock erwdrmt worden war. Die Elektrophoresekammer wurde geschlossen
und das elektrische Feld (200 V, 120 mA) parallel zur eingespannten Gelmatrix fiir
insgesamt 50 min angelegt. Nach Abschluss des Laufes konnte das zwischen zwei
Kunststoff-Platten  fixierte Gel entnommen werden. Die Platten wurden

auseinandergehebelt, um das Gel fiir das folgende Blotting zugénglich zu machen.
2.3.1.3 Transfer-Blot

Im Transfer-Blot erfolgte mittels elektrischen Feldes die Ubertragung der Proteine aus
dem Elektrophorese-Gel auf eine Trigermembran. Dies machte die Zielproteine dem
spateren immunchemischen Nachweisverfahren zugénglich (97). Zunéchst wurde die
PVDF-Membran eine Minute in Methanol aktiviert. AnschlieBend wurden
Transfermembran, zwei Blottingvliese sowie zwei Blottingpapiere in fertigen
Transferpuffer (50 ml NuPAGE™ Transfer Buffer, 1 ml NuPAGE™ Antioxidant, 100
ml Methanol, 849 ml Wasser) eingetaucht, um Lufteinschliisse entweichen zu lassen. Um

den vollstindigen Transfer zu gewihrleisten, wurden zwischen Gel und Membran
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verbliebene Luftblasen mit einem Plastikspatel ausgestrichen. Das Material wurde, wie

in Abb. 8 gezeigt, in eine Blotting-Kassette eingesetzt.

Blotting-Kassette

Blottingpapier \

PVDF-Membran —HT1

Gel

Blottingvlies

Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer bestiickten Blotting-Kassette

Schematisch gezeigt ist der Aufbau einer fertigen Blotting-Kassette. Das bendtigte Material wurde fiir den
Proteintransfer von Gel auf PVDF-Membran in folgender Reihenfolge in die Kassette eingesetzt:

Blottingvlies, Blottingpapier, PVDF-Membran, Gel, Blottingpapier, Blottingvlies.

Die Blotting-Kassette wurde in einen Tankblotter eingesetzt, welcher auf einem
Magnetriihrer platziert war. Dieser wurde vollstandig mit fertigem Transferpuffer gefiillt.
Durch den Anschluss an ein Netzteil (Power Pack, Biometra) wurde ein vertikal zu
Membran sowie Gel verlaufendes elektrisches Feld (170 mA, 60 V) angelegt. Der
Transfer erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Die PVDF-Membran stand nun fiir den
Féarbeprozess zur Verfiigung. Durch einstiindiges Blocking mit 5% Magermilchpulver
gelost in PBS wurde eine unspezifische Antikorperbindung an die Membran verhindert
(96). Die Primérantikorper der Zielproteine wurden in 1% BSA/PBS verdiinnt (s. Tab.
6). Lediglich Anti-VE-Cadherin (Hybridoma-Uberstand) wurde unverdiinnt verwendet.
Mit 3 ml der Losung wurde die Membran in Folie eingeschweiit und mit Klammern
gleichméBig zwischen Glasplatten fixiert. Auf einer Riittelplatte erfolgte die Inkubation
bei 4°C iiber Nacht. Am folgenden Morgen wurde die Folie entfernt. Alle Arbeitsschritte
fanden von nun an in einem Plastikbehilter auf einer Riittelplatte statt. Es wurde drei Mal
ein zehnminiitiger Waschvorgang mit 0,1% TWEEN® in PBS durchgefiihrt. Darauthin
wurde die Membran 20 min mit 5% Magermilchpulver in PBS geblockt. Der
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Sekundirantikdrper wurde in 1% BSA/ PBS verdiinnt (s. Tab. 7) und 15 ml dieser Losung
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) appliziert. Dreimaliges Waschen mit 0,1%
TWEEN® in PBS entfernte ungebundene Sekundirantikorper. Mittels verstérkter
Chemilumineszenz (ECL) erfolgte schlieBlich die semi-quantitative Bestimmung der
Zielproteine. Die Sekundérantikdrper waren an Merrettichperoxidase gebunden, welche
Luminol oxidiert. Mittels Bildgebungssystem (FluorChem mit AlphaView software)
konnte das bei dieser Reaktion emittierte Licht detektiert werden (98). Die Membran
wurde fiir zwei Minuten lichtgeschiitzt mit ECL-Losung (ECL [und ECL II im Verhéltnis
50:50) behandelt. Hierauf erfolgte das Einlegen in die FluorChem sowie die
photometrische Messung des ausgestrahlten Lichtes. Um diesen Vorgang fiir jedes
Zielprotein wiederholen zu koénnen, wurden zuvor verwendete Antikérper mittels
Natriumhydroxid-Losung entfernt. In folgender Reihenfolge wurde die Membran hierfiir
gewaschen: fiinf Minuten Wasser, fiinf Minuten 0,2 M Natriumhydroxid-Losung, fiinf
Minuten Wasser, zehn Minuten 0,1% TWEEN® in PBS. Nach erneutem Milchblock iiber
45 min konnte die Membran erneut mit Primér- sowie Sekundérantikorpern markiert
werden. Nach Applikation aller Antikorper gegen die gewéhlten Zielproteine wurde B-
Aktin als Referenzprotein zur Ladungskontrolle gefiarbt (96). Die densitometrische
Auswertung der Proteinbanden wurde mittels der Software ImageJ durchgefiihrt. Die
Normalisierung erfolgte zur statistischen Auswertung auf die gemessenen Werte des B3-

Aktin.
2.3.2  Immunfluoreszenzfdarbung

Um die morphologische Integritit des Zell-Monolayers der cEND-Zellen beurteilen zu
konnen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Als Zielproteine wurden
Claudin-5 sowie ZO-1 angefarbt. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI verwendet,
welches die dort enthaltene Desoxyribonukleinsdure markierte (99). Alle Arbeitsschritte
wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Zundchst wurden Deckglidschen (12 mm
Diameter) zur cEND-Kultivierung vorbereitet: Es erfolgte das Verteilen je eines
Deckgliaschens pro Well auf eine 24-Well-Platte. Jedes Deckgldschen wurde mit 800 pl
Kollagen-IV bedeckt und zur Beschichtung fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert
(Inkubator Forma Steri-Cult). Im Anschluss wurde der Kollagen-IV-Uberstand mittels
Glaspipette abgesaugt. Es folgten drei Waschvorgénge mit PBS. Zum Aussiden von cEND
wurde 400 pl Zellsuspension pro Deckgldschen aufgebracht. Die Vorbereitung der

29



Zellsuspension erfolgte wie beschrieben (vgl. Kap. 2.2.1). Die Pflege der Zellen wurde
gemil Protokoll bis zum Behandlungstag fortgefiihrt, wobei je Well 800 pul Kultur-
beziehungsweise Differenzierungsmedium verwendet wurde. Alle Experimente wurden
wie erldutert durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.2.2 und 2.2.3). Bei Normoxie wurden 800 pl
Differenzierungsmedium, unter OGD-Bedingungen 400 ul glukosefreies Medium

verwendet.

Nach abgeschlossener Behandlung wurden die 24-Well-Platten aus dem Inkubator
entnommen und auf Eis verbracht. Hier erfolgte das Absaugen des Behandlungsmediums
mittels Glaspipette sowie ein fiinfminiitiger Waschvorgang mit kaltem PBS. Zur Fixation
des Zell-Monolayers wurde pro Well 750 ul eiskaltes Methanol (-20°C) {iber zehn
Minuten appliziert, welches mit kaltem PBS entfernt wurde. Die Well-Platten wurden
vom Eis genommen und fiir 15 min bei RT mit 1 ml 1%BSA/PBS je Well inkubiert. Es
folgte ein einstiindiges Blocken mit 500 ul 5% Normal Schweine-Serum in 1% BSA/PBS
bei RT. Nach griindlichem Absaugen wurde bei abgedunkeltem Raum 50 ul der 1:500
verdiinnten Primérantikorper (in 5% Normal Schweine-Serum in 1% BSA/PBS) gegen
Claudin-5 (Alexa fluor) sowie ZO-1 (Hase) auf die Deckgldschen gegeben. Die
Inkubation iiber Nacht wurde unter strengem Lichtabschluss bei 4°C durchgefiihrt. Am
nidchsten Tag wurden nicht-gebundene Antikorper mittels dreimaligem Waschvorgang
mit PBS iiber je fiinf Minuten bei RT auf einer Riittelplatte entfernt. Anschlieend wurden
Sekundirantikorper appliziert: pro Well wurden 300 pl 5% Normal Schweine-Serum in
1% BSA/PBS mit 1:3000 verdiinntem DAPI sowie 1:2000 verdiinnten Anti-Hase IgG
(Alexa fluor) verwendet. Erneut wurden iiberschiissige Antikorper wie beschrieben
mittels Waschens beseitigt. Fiir das finale Eindecken wurden die Deckgldschen mit einer
Pinzette aus den Well-Platten entnommen. Hier wurde besonders schonend gearbeitet,
um artifizielle Schdden des Zell-Monolayers zu vermeiden. Auf jedes Deckgldaschen
wurde Eindeckmedium (Mountant permaflour) getropft. Es erfolgte das Aufbringen mit
der gefarbten Seite auf einen Objekttrager. Das Aushédrten des Eindeckmediums bei RT
bendtigte 24 h. Hiernach wurden die Objekttrager bei 4°C gelagert. Die mikroskopischen
Aufnahmen der Prédparate eines Versuchsaufbaus wurden zur Vergleichbarkeit stets am
selben Tag und bei gleichen Belichtungseinstellungen angefertigt. Die Belichtungszeiten

sind den Abbildungen zu entnehmen.
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2.4 Molekularbiologische Analysen

Um Alterationen der Genexpression evaluieren zu konnen, wurden Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) durchgefiihrt. Es wurden als Zielgene Claudin-5, Occludin, ZO-
1, VE-Cadherin, Integrin-al sowie Integrin-aV gewihlt.

2.4.1 Isolation der Ribonukleinsdure

Zunidchst erfolgte die Isolation der durch die cEND-Zellen transkribierten
Ribonukleinsdure (RNA). Hierfiir wurde das NucleoSpin® RNA-Kit (Macherey-Nagel)
gemil den Herstellerangaben eingesetzt. Nach Versuchsabschluss wurden die 6-Well-
Platten dem Inkubator entnommen und zwei Mal mit 3 ml sterilem PBS pro Well
gewaschen. Nach griindlichem Absaugen des PBS wurden je 350 pul RA-1-Puffer sowie
3,5 ul B-Mercaptoethanol appliziert. Mit einem sterilen Zellschaber wurde das Zell-
Monolayer gelost und die Proben in je ein 1,5 ml Tube pipettiert. Zur mechanischen
Zelllyse wurden die Proben zehnmalig in einer sterilen Insulinspritze aufgezogen. Das
Zelllysat wurde zur Homogenisierung in einen NucleoSpin®-Filter gegeben und eine
Minute bei 11.000 x g zentrifugiert (Zentrifuge 5418 R, Eppendorf). Nach Entfernen des
Filters wurden 350 pl Ethanol (70%) zur Verbesserung der Bindungseigenschaften der
RNA zugegeben. Es folgte die Uberfiihrung in ein neues NucleoSpin®-Filter-Tube,
welches die RNA-Sdule enthielt. Nach Zentrifugation iiber 30 s bei 11.000 x g, wurden
je 350 ul Membrane Desalting Buffer appliziert. Es wurde erneut 30 s bei 11.000 x g
zentrifugiert. Uber 15 min erfolgte die Inkubation der RNA-Siule mit 95 pl rDNAse-
Reaktionspuffer inklusive rDNAase (Mischverhidltnis 9:1), um vorhandene
Desoxyribonukleinsdure (DNA) zu spalten. Gemil3 Herstellerangaben wurden insgesamt
drei Waschvorginge mit den Puffern RA-2 beziehungsweise RA-3 durchgefiihrt. Zur
Trocknung der Filtermembran wurde {iber zwei Minuten zentrifugiert (11.000 x g). Die
RNA-Saulen wurden in neue 1,5 ml Tubes platziert, um die isolierte RNA mit 40 pl
RNAse-freiem Wasser durch eine finale Zentrifugation (I min, 11.000 x g)

herauszuwaschen.
2.4.2 c¢DNA-Herstellung mittels reverser Transkription

Um die real-time Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchfiihren zu kénnen, musste
die zur isolierten RNA komplementdre DNA (cDNA) synthetisiert werden (100). Diese

reverse Transkription wurde mittels High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
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(Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Die RNA-Konzentration der Proben wurde
photometrisch bei 260/280 nm mittels Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
gemessen. Hierfiir wurden jeweils 1,2 pl Probenmaterial eingesetzt. So konnte das
notwendige Probenvolumen errechnet werden, um 1 pg Template-RNA pro
Reaktionsansatz zu verwenden. Das ermittelte Volumen wurde mit nukleasefreiem
Wasser auf 10 ul aufgefiillt und in einem 0,2 ml Tube mit 10 pl fertigem Mastermix
versetzt. Der Mastermix wurde zuvor geméill Herstellerangabe auf Eis gemischt: es
wurden jeweils 2 pul 10x RT Random Primers, 2 pl 10x RT Puffer, 1 ul MultiScribe™
Reverse Transcriptase, 0,8 pl 25x ANTP Mix (100mM), 1 ul RNAse-Inhibitor und 3,2 pl
nukleasefreies Wasser verwendet. Pro Tube wurde ein finales Volumen von 20 pl
Reaktionsansatz erreicht. Es erfolgte ein kurzes ,,Abspinnen® (Mini-Zentrifuge, Biosan)
aller Tubes, um das Reaktionsgemisch homogen erwidrmen zu kénnen. AnschlieBend
wurden die Proben in einem Thermozykler (Thermo Fisher Scientific) zur cDNA-
Synthese platziert. Folgender Temperaturzyklus wurde eingestellt: 25°C fiir zehn
Minuten, 37°C fiir 120 Minuten, 85°C fiir fiinf Minuten. Final wurden die Proben auf 4°C

heruntergekiihlt und konnten aus dem Gerdt entnommen werden.
2.4.3  Quantitative real-time RT-PCR

Die vorgelegte cDNA wurde geméf dem Prinzip der PCR amplifiziert, wobei gleichzeitig
eine Quantifizierung in Echtzeit durchgefiihrt wurde (101). Auf Eis wurde der TagMan™
Fast Advanced Master Mix sowie die benotigten PCR-Sonden (vgl. Tab. 8) aufgetaut.
Wihrenddessen wurden die cDNA-Proben mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt (1:11).
Eine Mischung aus Sonden und Mastermix (1:10) wurde gemal3 der Probenanzahl in
ausreichender Menge hergestellt. Pro Well wurden 11 pl in einer 96-Well-Platte
(MicroAmp™) vorgelegt. Je Probe wurde ein Triplett der Sonde eines jeden Zielgens
pipettiert. Anschliefend konnten pro Well 9 ul verdiinnter cDNA eingespiilt werden.
Somit wurde ein finales Volumen von 20 pl Ansatz je Well erreicht. Die 96-Well-Platte
wurde mittels Folie (MicroAmp™) sowie Plastikspatel verschlossen. Es folgte eine
einminiitige  Zentrifugation (Zentrifuge Perfect Spin P, Peqlab), um das
Reaktionsgemisch gleichméfBig am Boden der Wells zu sammeln. Die Platte wurde in
eine PCR-Maschine StepOnePlus™ (Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. Zunichst
erfolgte die Denaturierung tiber 0:20 min bei 95°C. Im Anschluss wurde folgender Zyklus

insgesamt fiinfzig Mal durchlaufen: 0:01 min Erhitzen auf 95°C mit anschlieBender
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Abkiihlphase iiber 0:20 min bis 60°C. Hierbei kam es zur Anlagerung der Primer sowie
zur Verlangerung der DNA-Strange (100). Die Amplifizierung der DNA konnte in
Echtzeit abgebildet werden. Dies gewéhrleisteten Sonden des Mastermix: vereinfacht
wurde mittels eines Reporterfarbstoffs ein zunehmendes Fluoreszenzsignal erzeugt,
welches mit jedem Zyklus zunahm. Fiir jede Probe wurde so die Uberschreitung des
sogenannten (sog.) Zyklus-Schwellenwertes (Ct-Wert) angegeben. Umso niedriger der
Cr-Wert, umso hoher war die initiale Menge cDNA. Auf diese Weise liel sich eine
quantitative Bestimmung der Genexpression durchfiihren (102). Die Ergebnisse wurden
mittels Software (StepOnePlus™ Software v2.3) aufbereitet. Die ausgegebenen
Mittelwerte der Tripletts wurden auf die bestimmte Genexpression des Haushaltsgens

Calnexin normalisiert und statistisch ausgewertet.
2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 8. Die
statistische Signifikanz wurde mittels einfacher ANOV A (One-way ANOVA) mit Tukey-
Mehrfachvergleichstest (Tukey’s correction for multiple comparison) ermittelt. In den
Abbildungen und Tabellen werden die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) gezeigt. Es werden relative Werte bezogen auf eine
Kontrolle angegeben. Die statistische Signifikanz wurde ab p < 0,05 (*) angenommen.
Ferner wurden p-Werte < 0,01 mit ** bezichungsweise < 0,001 mit *** gekennzeichnet.
Wird innerhalb einer Tabelle die statistische Beziehung verschiedener Wertepaare
dargestellt, so werden fiir das Signifikanzniveau weitere Symbole verwendet. Dies ist den
Legenden der Tabellen zu entnehmen. Die Anzahl (n=x) unabhéngiger Wiederholungen
eines Versuchsaufbaus ist ebenfalls angegeben. Die statistische Auswertung wurde durch

die Verfasserin dieser Arbeit durchgefiihrt.

3 Ergebnisse

3.1 Verinderungen von cEND-Zellen nach separater Exposition gegeniiber

Katecholaminen und Entziindungsmediatoren bei Normoxie in vitro

Um mogliche Alterationen von cEND-Zellen durch Katecholamine (KAT) sowie
Entziindungsmediatoren (INF) zunédchst getrennt zu betrachten, wurden diese bei

Normoxie iiber 24 Stunden separat appliziert (vgl. Kap. 2.2.2).
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3.1.1 Zellmorphologie nach Applikation von Katecholaminen/Entziindungsmediatoren

Wie in Kap. 2.3.2 beschrieben, wurden die Tight junction-Proteine Claudin-5 sowie ZO-
1 angefarbt und die Zellkerne mittels DAPI-Féarbung sichtbar gemacht. Abb. 9 zeigt die
Zellmorphologie nach getrennter Applikation von KAT sowie INF.

1)
K/24h NORMOX : !(AT/24h NORMOX

&

K/24h NORMOX INF/24h NORMOX

-

Abbildung 9: Immunfluoreszenzfirbungen nach separater Behandlung mit

Katecholaminen/Entziindungsmediatoren bei Normoxie

Gezeigt sind repréasentative Aufnahmen bei 400-facher VergroBerung nach Immunfluoreszenzfarbung von
Claudin-5 (griin), ZO-1 (rot) sowie der Zellkerne (DAPI, blau) an cEND-Zellen. Zuvor erfolgte die
Behandlung mit Katecholaminen (KAT) beziechungsweise Entziindungsmediatoren (INF) bei Normoxie
iiber 24 Stunden (24h NORMOX). Zum Vergleich wurde jeweils eine Kontrolle (K) geférbt. Die eingefiigte
MaBstabsleiste umfasst 20 um. 1.) Alterierte Zellmorphologie von cEND nach KAT-Applikation bei
Normoxie (KAT/24h NORMOX). Die Kontrollfarbung (K/24h NORMOX) présentiert ein intaktes,
kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wobei sich nach KAT-Behandlung eine
diskontinuierliche, archipelartige Biindelung der Zellen zeigt. I1.) Alterierte Zellmorphologie von cEND
nach INF-Applikation bei Normoxie (INF/24h NORMOX). Die Kontrollfairbung (K/24h NORMOX)
présentiert ein intaktes, kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wihrend nach INF-
Behandlung ein aufgelockerter Verband aus rundlichen Zellen zu beobachten ist. Belichtungszeiten:

Claudin-5 1/5,5s; ZO-1 1,8s; DAPI 0,5s.
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Die gefarbten Kontrollen (s. Abb. 9) priasentieren die typische cEND-Morphologie: Die
Zellen sind tiberwiegend spindelformig und schlank konfiguriert. Sie bilden ein intaktes,
kontinuierliches Zellmonolayer ohne erkennbare Defekte (86, 87). Claudin-5 scheint,
gemal seiner histologisch bekannten Position an der Endothelzelle (1, 8), linear entlang
der Zell-Zell-Verbindungen lokalisiert. Die erkennbaren Bildkorrelate sind feine, griine
Linien, welche die einzelnen Zellen vollstindig einsdumen. Das angefirbte ZO-1 ist
gebiindelt an der Innenseite der Zellen lokalisiert und scheint als rot fluoreszierendes,
kleines Konglomerat den ,,Claudin-5-Sdumen* von basal anzuliegen. Dies deckt sich

ebenfalls mit der bekannten Mikroanatomie (1, 8).

Die KAT-Behandlung iiber 24 Stunden (s. Abb. 9 1.) KAT/24h NORMOX) fiihrte zu
einer deutlichen Verletzung der Integritit des Zellmonolayers. Es ldsst sich keine
Kontinuitdt des Zellverbandes mehr beobachten, sondern vielmehr eine archipelartige
Biindelung einzelner Zellen. Die typische schlanke Zellform ist {iberwiegend vorhanden,
vereinzelt zeigt sich eine gedrungene Konfiguration. Claudin-5 scheint diskontinuierlich
an den Zell-Zell-Verbindungen lokalisiert zu sein. ZO-1 ist ungerichtet versprengt - teils
perinukledr, teils gebiindelt intrazelluldr sowie diffus entlang der Zellgrenzen. Die
Applikation von INF {iber 24 Stunden (s. Abb. 9 II.) INF/24h NORMOX) resultierte im
Vergleich zur KAT-Exposition nicht in einer Zerstorung des Zellmonolayers. Es handelt
sich weiterhin um einen zusammenhidngenden Zellverband. Dieser erscheint
aufgelockert. Die Morphologie ist deutlich alteriert: Die einzelnen Zellen priasentieren
eine plumpe, rundliche Konfiguration. Das Claudin-5 ist nicht mehr konsequent an den
Zell-Zell-Grenzen lokalisiert, sondern bildet einen lockeren, netzartigen Verband. ZO-1
ist als gebiindelte Konglomerate erkennbar, welche diffus innerhalb des Zellverbandes
liegen. Es konnte insgesamt gezeigt werden, dass die morphologische Integritit des
verwendeten in vitro Modells der BHS bei Normoxie durch KAT beziehungsweise INF

geschidigt wurde.
3.1.2  Proteinlevels nach Applikation von Katecholaminen/Entziindungsmediatoren

Nach getrennter Behandlung mit KAT sowie INF wurden zur Untersuchung der
Junktionsprotein-Expression Western Blots durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.3.1). Die
statistische Auswertung sowie die Banden jeweils eines repridsentativen Blots sind in

Abb. 10 sowie Abb. 11 gezeigt.
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Abbildung 10: Proteinexpression nach Behandlung mit Katecholaminen bei Normoxie

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden eines
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der
untersuchten Junktionsproteine. cEND-Zellen wurden iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) mit
Katecholaminen (KAT) behandelt. Es erfolgte eine Normalisierung auf (-Aktin, wobei jeweils ein
Vielfaches der auf einen Wert von 1 gesetzten Kontrolle (K) dargestellt ist. Statistisch ausgewertet wurden
die Mittelwerte + SEM von n=5 unabhingigen Experimenten. **p < 0,01, ns nicht signifikant. L.)
Proteinexpression von Claudin-5. I1.) Proteinexpression von Occludin. IIL.) Proteinexpression von ZO-1.

IV.) Proteinexpression von VE-Cadherin.
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Abbildung 11: Proteinexpression nach Behandlung mit Entziindungsmediatoren bei Normoxie

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden jeweils eines
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der
untersuchten Junktionsproteine. cEND-Zellen wurden iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) mit
Entziindungsmediatoren (INF) behandelt. Es erfolgte eine Normalisierung auf B-Aktin, wobei jeweils ein
Vielfaches der auf einen Wert von 1 gesetzten Kontrolle (K) dargestellt wird. Statistisch ausgewertet
wurden die Mittelwerte £+ SEM von n=5 unabhingigen Experimenten. ns nicht signifikant. IL.)
Proteinexpression von Claudin-5. I1.) Proteinexpression von Occludin. IIL.) Proteinexpression von ZO-1.

IV.) Proteinexpression von VE-Cadherin.

37



Nach KAT-Applikation iiber 24 Stunden bei Normoxie wurden keine signifikanten
Verdnderungen der Proteinlevels von Claudin-5, Occludin sowie VE-Cadherin gezeigt
(vgl. Abb. 10 I., II. und IV.). Die Proteinmenge von Claudin-5 und VE-Cadherin nahm
auf das 0,69 + 0,06-fache beziehungsweise das 0,61 = 0,08-fache ab, allerdings wurde
keine statistische Signifikanz erreicht. Die Proteinexpression von ZO-1 wurde durch

KAT signifikant auf das 0,57 + 0,04-fache reduziert (vgl. Abb. 10 IIL.).

Die isolierte Behandlung mit INF fiihrte zu keiner signifikanten Alteration des
Expressionsverhaltens der untersuchten Proteine (vgl. Abb. 11). Claudin-5 zeigte eine
INF-induzierte Steigerung der Expression auf das 1,49 + 0,12-fache, wobei diese nicht

statistisch signifikant war.
3.1.3  Genexpression nach Applikation von Katecholaminen/Entziindungsmediatoren

Nach separater Behandlung mit KAT beziehungsweise INF iiber 24 Stunden bei
Normoxie wurden wie erldutert real-time RT-PCRs durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.4). Die
statistische Auswertung ist in Tab. 12 gezeigt.

Tabelle 12: Genexpression nach separater Behandlung mit Katecholaminen/Entziindungsfaktoren bei

Normoxie

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression der Zielgene nach getrennter Applikation
von Katecholaminen (KAT) beziehungsweise Entziindungsmediatoren (INF) iiber 24 Stunden bei
Normoxie (24h NORMOX). Alle Werte sind als Vielfaches ihrer korrespondierenden, unbehandelten
Kontrollen angegeben, welche auf einen Wert von jeweils 1 gesetzt wurden. Es handelt sich um die
errechneten Mittelwerte £ SEM von n=6 (KAT) sowie n=5 (INF) unabhéngigen Experimenten. *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, ns nicht signifikant.

K/ KAT/ K/ INF/
24h NORMOX | 24h NORMOX | 24h NORMOX | 24h NORMOX
Cldn-5 0,47 1,18
1 +0,02 1 +0,21
ok s
Ocln 1,05 0,39
1 +0,11 1 + 0,05
ns ok
70-1 0,38 0,52
1 +0,05 1 + 0,05
VE- 0,55 0,85
Cad. 1 +0,02 1 +0,02
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K/ KAT/ K/ INF/
24h NORMOX | 24h NORMOX | 24h NORMOX | 24h NORMOX

Ttgal 0,19 0,68
1 +0,02 1 +0,15
EETY ns
ItgaV 1,82 3,31
1 +0,24 1 +0,54

Die KAT-Behandlung verdnderte signifikant die Konzentrationen der messenger-RNA
(mRNA) beinahe aller Zielgene. Es konnte eine deutlich reduzierte Genexpression der
Junktionsproteine Claudin-5 auf das 0,47 + 0,02-fache, ZO-1 auf das 0,38 + 0,05-fache
und VE-Cadherin auf das 0,55 + 0,02-fache detektiert werden. Lediglich die Occludin-
Expression wurde nicht modifiziert. Beziiglich der untersuchten Integrinuntereinheiten
ergab sich ein auf das 0,19 + 0,02-fache herabgesetztes mRNA-Level von Integrin-al,
wohingegen Integrin-aV auf das 1,82 + 0,24-fache induziert wurde. Durch die INF-
Applikation wurde die Genexpression von Occludin (0,39 + 0,05-fach), von ZO-1 (0,52
+ 0,05-fach) sowie von VE-Cadherin (0,85 + 0,02-fach) signifikant verringert. Weiter
resultierte die Behandlung mit INF in einem 3,31 + 0,54-fach gesteigerten mRNA-Level
von Integrin-aV. Von Claudin-5 sowie Integrin-al konnten keine relevanten Alterationen

auf mRNA-Ebene gezeigt werden.

3.2 Verinderungen von cEND-Zellen durch Exposition gegeniiber

Stressfaktoren bei variablen Inkubationsbedingungen in vitro

Sowohl die Effekte des nachgebildeten Katecholaminsturms als auch der simulierten
Neuroinflammation, beziehungsweise systemischen Entziindung, auf die Endothelzellen
der BHS in vitro wurden getrennt untersucht. Darauthin erfolgte die gemeinsame
Behandlung mit den genannten Stressfaktoren (SF) bei Normoxie iiber vier sowie 24
Stunden (vgl. Kap. 2.2.2). Des Weiteren wurde ein akut eintretender Sauerstoff- sowie

Glucose-Mangel mit folgender Reoxygenierungsphase in vitro imitiert (vgl. Kap 2.2.3).
3.2.1 Zellmorphologie nach Applikation von Stressfaktoren

Nach SF-Applikation unter den beschriebenen, variablen Inkubationsbedingungen,
erfolgten Immunfluoreszenzfarbungen mittels Anfarbens der Tight junction-Proteine
Claudin-5 und ZO-1 sowie der Zellkerne (vgl. Kap. 2.3.2). Reprisentative Farbungen
werden in Abb. 12 gezeigt.
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Abbildung 12: Immunfluoreszenzfirbungen nach Behandlung mit Stressfaktoren
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Gezeigt sind reprédsentative Aufnahmen durch das Immunfluoreszenzmikroskop bei 400-facher
VergroBerung nach Immunfluoreszenzfiarbung von Claudin-5 (griin), ZO-1 (rot) und der Zellkerne (DAPI,
blau) an cEND-Zellen. Zuvor erfolgte die Behandlung mit Stressfaktoren (SF) bei variablen
Inkubationsbedingungen. Zum Vergleich wurde jeweils eine unbehandelte Kontrolle (K) bei gleicher
Inkubationsbedingung gefirbt. Die eingefiigte MaBstabsleiste umfasst 20 um. 1.) Zellmorphologie von
cEND nach SF-Applikation iiber vier Stunden bei Normoxie (SF/4h NORMOX) im Vergleich zu einer
parallel inkubierten Kontrolle (K/4h NORMOX). Die Kontrollfirbung prisentiert ein intaktes,
kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wobei sich nach SF-Behandlung ein aufgelockerter
Verband kugelig konfigurierter Zellen zeigt. 11.) Zellmorphologie von cEND nach SF-Applikation bei
Sauerstoff-Glucose-Entzug iiber vier Stunden (SF/OGD) im Vergleich zu einer parallel inkubierten
Kontrolle (K/OGD). Die Kontrollfirbung présentiert ein intaktes, kontinuierliches Monolayer aus
schlanken Zellleibern, wihrend nach SF-Behandlung deutliche Defektareale erkennbar sind. III.)
Zellmorphologie von cEND nach SF-Applikation iiber 24 Stunden bei Normoxie (SF/24h NORMOX) im
Vergleich zu einer parallel inkubierten Kontrolle (K/24h NORMOX). Die Kontrollfdrbung présentiert ein
intaktes, kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wohingegen nach SF-Behandlung lediglich
einzelne Zellkonglomerate zu beobachten sind. I'V.) Zellmorphologie von cEND nach SF-Applikation bei
OGD mit anschlieBender Reoxygenierung iiber 20 Stunden (SF/OGD + REOX) im Vergleich zu einer
parallel inkubierten Kontrolle (K/OGD + REOX). Die Kontrollfiarbung présentiert eine netzartige Claudin-
5-Formation mit zentral gehduften Nuclei, nach SF-Behandlung sind lediglich einzelne Konglomerate der

angefarbten Komponenten zu sehen. Belichtungszeiten: Claudin-5 1/12s; ZO-1 2s; DAPI 1/3s.

Das Zellmonolayer zeigt in den beiden Kontrollfairbungen bei Normoxie sowie nach
OGD das bereits in Kap. 3.1.1 erlduterte, regelrechte Wachstumsmuster (s. Abb. 12 1.)
K/4h NORMOX, II.) K/OGD, III.) K/24h NORMOX). Die Zellen sind schlank
konfiguriert und bilden einen intakten Verband (86, 87). Die gefarbten Tight junction-
Proteine Claudin-5 und ZO-1 sind mikroanatomisch regelrecht lokalisiert (1, 8): Claudin-
5 bildet einen kontinuierlichen Saum, wobei ZO-1 von basal her als kleine Konglomerate

an diesen angelagert erscheint.

Die vierstiindige SF-Applikation fiihrte zu einer Auflockerung des Zellverbandes (s. Abb.
12 I.) SF/4h NORMOX). Es handelt sich weiterhin um ein intaktes Monolayer, wobei
sowohl Claudin-5 als auch ZO-1 gemill ihrer physiologischen Position entlang der
Zellgrenzen lokalisiert sind. Die einzelnen cEND-Zellen prisentieren eine kugelige
Konfiguration, der Zellverband erscheint netzartig. Im Gegensatz hierzu ist nach 24
Stunden die Integritit des Zellmonolayers kompromittiert (s. Abb. 12 III.) SF/24h
NORMOX). Die Zellen sind als einzelne Konglomerate formiert. Das gefarbte Claudin-

5 bildet punktuelle Ansammlungen sowie vereinzelt retikuldre Strukturen. ZO-1 ist
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willkiirlich versprengt. Mehrere Zellkerne liegen frei, ohne liickenlose Umhiillung durch
einen Claudin-5-Saum. Das morphologische Schiadigungsausmal} durch SF bei Normoxie
scheint somit zeitabhidngig zu sein: Das cEND-Monolayer wurde nach vier Stunden SF-
Applikation lediglich moderat gelockert, wohingegen nach 24 Stunden eine deutliche
Zerstorung dessen vorlag. Ferner ist, im Vergleich zur getrennten Behandlung mit KAT
beziehungsweise INF {iber 24 Stunden (vgl. Abb. 9), der Effekt bei gemeinsamer
Applikation aus morphologischer Sicht deutlich ausgeprégter.

Nach vierstiindiger OGD-Behandlung ohne SF-Applikation lésst sich keine Alteration
der cEND-Morphologie verzeichnen (s. Abb. 12 I1.) K/OGD). Im Gegensatz dazu zeigt
die Kontrollfirbung nach Reoxygenierung eine deutliche Schadigung des cEND-
Monolayers (s. Abb. 12 IV.) K/OGD + REOX). Dies wird sowohl im Vergleich mit der
iiber 24 Stunden bei Normoxie inkubierten Kontrolle (s. Abb. 12 III.) K/24h NORMOX)
als auch verglichen mit der Kontrolle bei OGD-Bedingungen erkennbar. Es l4sst sich kein
zusammenhdngender Zellverband identifizieren, vielmehr handelt es sich um eine
retikuldre Claudin-5-Formation mit vereinzelt eingelagerten ZO-1-Konglomeraten,
zentral gehduft finden sich mehrere Nuclei. Aus morphologischer Sicht scheint ein

,Reoxygenierungsschaden* des verwendeten in vitro Modells der BHS vorzuliegen.

Die SF-Applikation unter OGD-Bedingungen kompromittierte deutlich das cEND-
Zellmonolayer (s. Abb. 12 1II.) SF/OGD). Der Zellverband ist diskontinuierlich
aufgelockert, wobei klare Defektareale erkennbar sind. Einige Zellen préasentieren einen
plumpen, rundlichen, ein kleiner Anteil weiterhin den regelrecht spindelférmigen
Phanotyp. Sowohl Claudin-5 als auch ZO-1 scheinen innerhalb der Defekte chaotisch
versprengt. Bei Betrachtung von Abb. 12 1.) SF/4h NORMOX sowie II.) K/OGD kann
der Schluss gezogen werden, dass die SF-Applikation und OGD sich wechselseitig
potenzieren. Die Kombination resultierte in einer weitreichenderen Schiadigung als die
jeweils isolierte Exposition. Die SF-Behandlung bei Reoxygenierung versursachte das
drastischste Schiadigungsausmal3 (s. Abb. 12 1IV.) SF/OGD + REOX): Die bekannte
cEND-Konfiguration ist nicht mehr erkennbar, lediglich sind einzelne Konglomerate aus
Nuclei, Claudin-5 und ZO-1 vorhanden. Aus morphologischer Sicht wird die

beschriebene Alteration nach Reoxygenierung durch SF somit verstarkt.
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Insgesamt fiithrten SF unter allen Inkubationsbedingungen zu einer morphologischen
Storung des cEND-Zellmonolayers. Herausgestellt sei die Komponente der
Zeitabhingigkeit, wobei die steigende Expositionsdauer bei Normoxie mit einem
zunehmenden Ausmal} des Schadens an dem verwendeten in vifro Modell der BHS
korrelierte. Weiter schien OGD isoliert keine erhebliche Noxe beziiglich der
morphologischen Integritit zu sein. Die additive Behandlung mit SF hingegen resultierte
in einem potenzierten Schiadigungsausmall im Gegensatz zu der alleinigen Applikation
von SF iiber vier Stunden bei Normoxie. OGD mit einer Reoxygenierungsphase iiber 20
Stunden verursachte einen ,,Reoxygenierungsschaden®. Dieser wurde durch die

Behandlung mit SF intensiviert.
3.2.2  Proteinlevels nach Applikation von Stressfaktoren

Zur Evaluation alterierter Zielprotein-Levels unter den variablen
Inkubationsbedingungen wurden Western Blots der gewonnenen Proben angefertigt (vgl.

Kap. 2.3.1). Abb. 13 sowie Abb. 14 zeigen die Modulation der Proteinexpression.
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Abbildung 13: Proteinexpression nach Behandlung mit Stressfaktoren bei variablen

Inkubationsbedingungen (I)

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden eines jeweils
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der
untersuchten Zielproteine. Es wurden cEND-Zellen iiber vier Stunden bei Normoxie (4h NORMOX), vier
Stunden bei Sauerstoff-Glucose-Entzug (OGD) sowie bei anschlieender Reoxygenierung iiber 20 Stunden
(OGD + REOX) mit Stressfaktoren (SF) behandelt. Parallel wurde eine unbehandelte Kontrolle (K) jeder
Inkubationsbedingung analysiert. Es erfolgte eine Normalisierung auf B-Aktin, wobei ein Vielfaches der
auf einen Wert von 1 gesetzten, unbehandelten K bei 4h NORMOX dargestellt ist. Statistisch ausgewertet
wurden die Mittelwerte = SEM von n=8 unabhingigen Experimenten. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
Das Fehlen der Kennzeichnung der statistischen Beziehung steht fiir einen nicht signifikanten Unterschied.
L.) Proteinexpression von Claudin-5. IL.) Proteinexpression von Occludin. I11.) Proteinexpression von ZO-

1. IV.) Proteinexpression von VE-Cadherin.
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Claudin-5 wurde  auf  Proteinebene  durch  keine der  geschilderten
Inkubationsbedingungen beziehungsweise Behandlungskombinationen alteriert (vgl.
Abb. 13 I.). Wie Abb. 13 II.) zeigt, wurde Occludin durch OGD auf das 0,66 + 0,06-fache
reduziert, in Kombination mit SF konnte dies nicht beobachtet werden. Die iibrigen
Behandlungskonstellationen hatten keinen relevanten Effekt. ZO-1 erfuhr in seiner
Expression keine Verdnderung innerhalb der untersuchten Zeitspanne iiber vier Stunden,
weder durch OGD noch durch SF beziehungsweise die Kombination (vgl. Abb. 13 IIL.).
Nach Reoxygenierung zeigte ZO-1 eine durch SF signifikant verringerte Expression (0,59
+ 0,07-facher Proteingehalt) gegeniiber der alleinigen Reoxygenierung (1,0 £ 0,11-facher
Proteingehalt). Wie in Abb. 13 IV.) ersichtlich, wurde das Proteinlevel von VE-Cadherin
durch OGD signifikant auf das 0,57 + 0,07-fache reduziert. Nach Reoxygenierung war
ein maligeblicher Anstieg auf das 0,98 + 0,07-fache, verglichen mit der Inkubation iiber
vier Stunden bei Normoxie, zu beobachten. Dies wurde nach SF-Behandlung nicht
detektiert. Ferner resultierte die Applikation von SF innerhalb derselben
Inkubationsbedingung auf Proteinebene weder nach vier Stunden Normoxie noch nach
OGD in statistisch relevanten Alterationen. Lediglich nach Reoxygenierung wurde die
Expression von VE-Cadherin durch SF (0,61 + 0,07-facher Proteingehalt), gegeniiber der
entsprechenden Kontrolle (0,98 + 0,07-facher Proteingehalt), signifikant verringert.

Um die Modulation der Proteinexpression iiber die Zeitspanne von 24 Stunden zu
untersuchen, wurden die nach vierstiindigem Sauerstoff-Glucose-Entzug mit
anschlieender Reoxygenierung iiber 20 Stunden gewonnenen Zelllysate mit denen der

nach 24 Stunden bei Normoxie inkubierten Proben verglichen.
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Abbildung 14: Proteinexpression nach Behandlung mit Stressfaktoren bei variablen

Inkubationsbedingungen (I1)

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden eines
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten. Es wurden cEND-Zellen iiber
24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) sowie iiber vier Stunden bei Sauerstoff-Glucose-Entzug mit
anschlieBender Reoxygenierung iiber 20 Stunden (OGD + REOX) mit Stressfaktoren (SF) behandelt.
Parallel wurde eine unbehandelte Kontrolle (K) jeder Inkubationsbedingung analysiert. Es erfolgte eine
Normalisierung auf B-Aktin, wobei ein Vielfaches der auf einen Wert von 1 gesetzten, unbehandelten K
bei 24h NORMOX dargestellt ist. Statistisch ausgewertet wurden die Mittelwerte £ SEM von n=10
unabhéngigen Experimenten. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Das Fehlen der Kennzeichnung der
statistischen Beziehung steht fiir einen nicht signifikanten Unterschied. 1.) Proteinexpression von Claudin-
5. 1IL.) Proteinexpression von Occludin. I11.) Proteinexpression von ZO-1. IV.) Proteinexpression von VE-
Cadherin.

46



Die Expression von Claudin-5 wurde durch Reoxygenierung in Kombination mit SF
(0,67 £ 0,06-facher Proteingehalt), verglichen mit der alleinigen Reoxygenierung (0,97 +
0,05-facher Proteingehalt), signifikant verringert (vgl. Abb. 14 1.). Claudin-5 zeigte
ebenso wie das Tight junction-Protein Occludin (vgl. Abb. 14 II.) in der unbehandelten
Kontrolle nach Reoxygenierung keine relevant verdnderte Proteinmenge gegeniiber der
Kontrolle nach 24 Stunden Normoxie. Die SF-Applikation bei 24 Stunden Normoxie
fiihrte zu einer verminderten Occludin-Expression (0,49 + 0,07-fach). Im Gegensatz
dazu, konnte kein signifikanter SF-Effekt nach Reoxygenierung detektiert werden. Die
Behandlung mit SF wihrend der Reoxygenierungsphase resultierte in einem Anstieg des
relativen Occludin-Gehalts (0,81 + 0,03-fach) gegeniiber der SF-Applikation bei
Normoxie iiber 24 Stunden (0,49 + 0,07-fach). Ein signifikanter Unterschied der ZO-1-
Expression nach 24-stiindiger Normoxie gegeniiber der Reoxygenierung konnte nicht
gezeigt werden (vgl. Abb. 14 II1.). Die Behandlung mit SF resultierte ebenso in keiner
relevanten Alteration zwischen den Inkubationsbedingungen. Innerhalb derselben
Inkubationsbedingung fiihrten SF zu einer deutlichen Reduktion des ZO-1-Proteinlevels:
bei Normoxie auf das 0,38 + 0,1-fache, nach Reoxygenierung auf das 0,57 + 0,04-fache
gegeniiber eines 0,89 + 0,05-fachen Proteingehalts nach alleiniger Reoxygenierung. VE-
Cadherin zeigte ein analoges Expressionsverhalten (vgl. Abb. 14 IV.): Es ergaben sich
keine Unterschiede zwischen den Inkubationsbedingungen. Innerhalb der Normoxie-
Gruppe resultierte die SF-Behandlung in einem verminderten Proteingehalt (0,45 + 0,05-
fach). Nach Reoxygenierung zeigte sich der gleiche Trend (0,62 + 0,04-facher
Proteingehalt SF/OGD + REOX versus (vs.) 0,91 £+ 0,05-facher Proteingehalt K/OGD +
REOX). Insgesamt konnten folgende Tendenzen beobachtet werden: Der Sauerstoff-
Glucose-Entzug fiihrte zu reduzierten Proteinmengen, wobei diese nach anschlieBender
Reoxygenierung erneut anstiegen. Ferner prédsentierte sich der signifikante SF-Effekt
innerhalb einer Inkubationsbedingung zeitgebunden: nach vierstiindiger Applikation,
sowohl unter OGD-Bedingungen als auch bei Normoxie, gab es keine relevanten
Alterationen. Nach 24 Stunden wurde, bei Normoxie sowie nach Reoxygenierung,

zumeist eine signifikante Reduktion der Proteinlevels verzeichnet.
3.2.3  Genexpression nach Applikation von Stressfaktoren

Zur Evaluation der Genexpression unter variablen Inkubationsbedingungen wurden real-

time RT-PCRs durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.4). Tab. 13 und 14 zeigen mRNA-Levels.
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Tabelle 13: Genexpression nach Behandlung mit Stressfaktoren bei variablen Inkubationsbedingungen

@

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression aller Zielgene nach Applikation von
Stressfaktoren (SF) tiber vier Stunden bei Normoxie (4h NORMOX) sowie nach vier Stunden Sauerstoff-
Glucose-Entzug (OGD) mit konsekutiver Reoxygenierung iiber 20 Stunden (OGD + REOX). Ferner
werden die mRNA-Levels der jeweils korrespondierenden Kontrollen (K) dargestellt. Alle Werte sind als
Vielfaches der unbehandelten K nach 4h NORMOX angegeben, welche auf einen Wert von 1 gesetzt
wurde. Es handelt sich um die errechneten Mittelwerte + SEM von n=10 unabhingigen Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde beziiglich des jeweiligen Zielgens wie folgt markiert: SF/4h NORMOX
sowie K/OGD gegeniiber K/4h NORMOX: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. K/OGD + REOX
gegeniiber K/OGD: ¥p < 0,05, $%%p < 0,001. SF/OGD gegeniiber K/OGD: *p < 0,05, “p <0,01, "p <0,001.
SF/OGD + REOX gegeniiber K/OGD + REOX: **%p < 0,001. SF/OGD gegeniiber SF/4h NORMOX: #p
<0,05. SF/OGD + REOX gegeniiber SF/OGD: ¥p < 0,01, $%%p < 0,001. Findet sich der Ubersichtlichkeit

halber keine Kennzeichnung der statistischen Beziehung, ist dies als nicht signifikanter Unterschied zu

verstehen.
K/ SF/ K/ SF/
4h 4h g/D G gZD OGD + oOGD +
NORMOX | NORMOX REOX REOX
0.92 0,49 0,56 0,38 0,29
Cldn-5 1 : +0,07 +0,11 +0,07 + 0,06
0,21 0,34 0,08 1,12 0,26
Ocln 1 +0,02 +0,06 +0,02 +0,07 +0,05
sdekok sekok + §§§ %%%
0,3 0,7 0,33 1,26 0,28
70-1 1 +0,02 +0,08 +0,03 +0,06 +0,1
sk 5 4+ §§§ %%%
0,73 1,56 i16087 1,03 i(),(;l(lm
VE-Cad. 1 +0,07 +0,11 ot +0,03 "
# 38 $3$
0,54 0,69 0.47 1,43 io(,)o&
Itgal 1 +0,02 +0,05 +0,07 +0,12 "%
sdekok §§§
$$
3,8 4,08 6.5 1,0 1,47
ItgaV 1 + (3,6 + 0*,72 11,08 + 2,04 + ;)$,$05

Zunichst wurden die SF-Effekte innerhalb einer Inkubationsbedingung betrachtet: Nach
vierstiindiger Normoxie wurden die mRNA-Levels von Occludin (0,21 + 0,02-fach), ZO-
1 (0,3 £ 0,02-fach) sowie Integrin-al (0,54 + 0,02-fach) relevant verringert. Die
Expression von Integrin-aV wurde induziert (3,8 + 0,6-fach). VE-Cadherin und Claudin-
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5 wurden nicht signifikant alteriert. Bei OGD erfuhren Occludin (0,08 + 0,02 SF/ODG
vs. 0,34 + 0,06 K/ODG), ZO-1 (0,33 £ 0,03 SF/OGD vs. 0,7 = 0,08 K/OGD) sowie VE-
Cadherin (1,06 = 0,07 SF/OGD vs. 1,56 = 0,11 K/OGD) eine mallgebliche Reduktion.
Die {iibrigen Zielgene zeigten keinen SF-Effekt beziiglich ihrer Expression. Unter
Reoxygenierung applizierte SF fiihrten zu signifikant verringerten mRNA-Levels von
Claudin-5 (0,29 + 0,06-fach SF/OGD + REOX vs. 0,88 + 0,07-fach K/OGD + REOX),
Occludin (0,26 + 0,05-fach SF/OGD + REOX vs. 1,12 + 0,07-fach K/OGD + REOX),
Z0-1 (0,28 + 0,1-fach SF/OGD + REOX vs. 1,26 + 0,06-fach K/OGD + REOX), VE-
Cadherin (0,41 £+ 0,06-fach SF/OGD + REOX vs. 1,03 + 0,03-fach K/OGD + REOX)
sowie Integrin-al (0,05 + 0,06-fach SF/OGD + REOX vs. 1,43 £+ 0,12-fach K/OGD +
REOX). Das Integrin-aV-Gen wurde in seiner Transkription durch eine SF-Applikation

bei Reoxygenierung nicht beeinflusst.

Die mRNA-Levels der Junktionsproteine Claudin-5 (0,49 + 0,07-fach), Occludin (0,34 +
0,06-fach) sowie ZO-1 (0,7 £+ 0,08-fach) wurden durch OGD, verglichen mit den Proben
nach vierstiindiger Normoxie, signifikant reduziert. Unter SF-Einfluss konnte eine
malgebliche Modulation der Genexpression nur fiir Claudin-5 (0,56 = 0,11-fach SF/OGD
vs. 0,92 + 0,05-fach SF/NORMOX) gezeigt werden. Durch die Reoxygenierungsphase
erfolgte eine Induktion der Expression auf das 0,88 + 0,07-fache (Claudin-5), das 1,12 +
0,07-fache (Occludin) sowie das 1,26 £+ 0,06-fache (ZO-1), was bei simultaner SF-
Applikation nicht beobachtet werden konnte. Das mRNA-Level von VE-Cadherin wurde
durch OGD auf das 1,56 + 0,11-fache hochreguliert, gefolgt von einem Abfall auf das
1,03 + 0,03-fache nach Reoxygenierung. Dieser Trend bestand auch unter SF-
Behandlung weiter: die VE-Cadherin-Expression wurde bei OGD induziert (1,06 + 0,07-
fach SF/OGD vs. 0,73 + 0,07-fach SF/4h NORMOX) und durch die folgende
Reoxygenierung auf das 0,41 £+ 0,06-fache reduziert. Integrin-al wurde auf mRNA-
Ebene weder durch OGD noch durch die Kombination von OGD und SF alteriert. Die
Reoxygenierung ohne SF induzierte einen signifikanten Anstieg des Integrin-al-Levels
auf das 1,43 = 0,12-fache (vs. 0,69 + 0,05-fach K/OGD). Bei simultaner SF-Applikation
mit Reoxygenierung wurde die Integrin-al-Expression auf das 0,05 + 0,06-fache (vs. 0,47
+ 0,07-fach SF/ OGD) herunterreguliert. Integrin-aV wurde durch OGD signifikant auf
das 4,08 + 0,72-fache gesteigert, wobei nach Reoxygenierung ein Abfall auf das 1,0 +
0,04-fache resultierte. Unter SF-Einfluss zeigte sich ebenfalls eine Induktion durch OGD,
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allerdings wurde keine statistische Signifikanz erreicht. Die Reoxygenierung kombiniert
mit SF fiihrte zu einer Reduktion des mRNA-Levels von Integrin-aV auf das 1,47 +0,05-
fache gegeniiber der Kombination aus OGD und SF (6,5 + 1,08-fach).

Um Alterationen der Genexpression iiber eine Zeitspanne von 24 Stunden untersuchen
zu konnen, wurden die Proben nach OGD mit Reoxygenierung sowie nach 24 Stunden
Normoxie miteinander verglichen (s. Tab. 14). Die RT-PCR-Daten der Reoxygenierung,

welche bereits in Tab. 13 gezeigt wurden, wurden erneut herangezogen.

Tabelle 14: Genexpression nach Behandlung mit Stressfaktoren bei variablen Inkubationsbedingungen

1)

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression aller Zielgene nach Applikation von
Stressfaktoren (SF) iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) sowie nach vier Stunden Sauerstoff-
Glucose-Entzug mit anschlieBender Reoxygenierung iiber 20 Stunden (OGD + REOX). Ferner werden die
mRNA-Levels der jeweils korrespondierenden Kontrollen (K) dargestellt. Alle Werte sind als Vielfaches
der unbehandelten K nach 24h NORMOX angegeben, welche auf einen Wert von 1 gesetzt wurde. Es
handelt sich um die errechneten Mittelwerte + SEM von n=10 unabhingigen Experimenten. Die statistische
Signifikanz wurde beziiglich des jeweiligen Zielgens wie folgt markiert: SF/24h NORMOX und K/OGD +
REOX gegeniiber K/24h NORMOX: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. SF/OGD + REOX gegeniiber
K/OGD + REOX: %p < 0,05, $%p < 0,01, $%%p < 0,001. Findet sich der Ubersichtlichkeit halber keine

Kennzeichnung der statistischen Beziehung, ist dies als nicht signifikanter Unterschied zu verstehen.

K/ SF/ K/ SF/
24h 24h oGD+ |OoGD +
NORMOX | NORMOX | REOX REOX
0,25 0.33
Cldn-5 ! +0,05 0,87 10,06
0,08 1,35 0,32
Ocln ! +0,01 £ 0,07 +0.06
sHekok Hekok §§§
0.15 1 024
70-1 ! +0,05 oo £008
0.46 05 032
VE-Cad. ! 40,05 ’ £ 0,01
10,03 0
0.19 132 0.05
Itgal ! 40,05 £ 0,07 +0,01
sk ek §§§
1.82
; 1,01 151
ltgaV ! +0.3 10,04 10,12
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Die SF-Behandlung iiber 24 Stunden bei Normoxie resultierte in einer verminderten
Genexpression von Claudin-5 (0,25 £ 0,05-fach), Occludin (0,08 = 0,01-fach), ZO-1
(0,15 £0,05-fach), VE-Cadherin (0,46 + 0,05-fach) sowie Integrin-al (0,19 + 0,05-fach).
Das mRNA-Level von Integrin-aV wurde auf das 1,82 = 0,3-fache gesteigert. Nach
Reoxygenierung mit zeitgleicher SF-Applikation wurde eine Reduktion der
Genexpression aller untersuchten Junktionsproteine sowie von Integrin-al, verglichen
mit der alleinigen Reoxygenierung, beobachtet: von Claudin-5 auf das 0,33 £ 0,06-fache
(vs. 0,87 = 0,03-fach K/OGD + REOX), von Occludin auf das 0,32 + 0,06-fache (vs. 1,35
+ 0,07-fach K/OGD + REOX), von ZO-1 auf das 0,24 + 0,08-fache (vs. 1,12 &+ 0,04-fach
K/OGD + REOX), von VE-Cadherin auf das 0,32 + 0,01-fache (vs. 1,05 + 0,03-fach
K/OGD + REOX) sowie von Integrin-al auf das 0,05 + 0,01-fache (vs. 1,32 £+ 0,07-fach
K/OGD + REOX). Integrin-aV wurde nicht relevant alteriert. Die mRNA-Levels von
Claudin-5, ZO-1 sowie VE-Cadherin zeigten nach Reoxygenierung, verglichen mit der
Inkubation bei Normoxie, keine signifikanten Verdnderungen. Dies war sowohl bei
simultaner SF-Applikation als auch ohne diese gegeben. Die Genexpression von
Occludin (1,35 + 0,07-fach) sowie Integrin-al (1,32 £+ 0,07-fach) wurde durch die
Reoxygenierung, gegeniiber der 24-stiindigen Normoxie, induziert. Unter SF-Einfluss
konnten keine Unterschiede gezeigt werden. Die Genexpression von Integrin-aV wurde
durch Reoxygenierung, sowohl mit SF-Behandlung als auch ohne diese, nicht signifikant

alteriert.

Die Effekte der variablen Inkubationsbedingungen sowie der SF-Applikation auf die
Genexpression der untersuchten Junktionsproteine sind heterogen ausgeprégt. Es konnte
eine Zeitgebundenheit der SF-Effekte gezeigt werden. Im Speziellen gilt dies fiir Claudin-
5 und VE-Cadherin: Wihrend nach vierstiindiger SF-Applikation bei Normoxie die
mRNA-Levels nicht alteriert waren, lag nach 24 Stunden eine signifikante Reduktion
dieser vor. Insgesamt konnte der Trend einer herabgesetzten Genexpression der
Junktionsproteine sowie von Integrin-al nach OGD beobachtet werden, gefolgt von
einem erneuten Anstieg nach Reoxygenierung. VE-Cadherin hingegen wurde durch OGD
induziert sowie durch die konsekutive Reoxygenierung supprimiert. Integrin-aV zeigte

gegeniiber den iibrigen Zielgenen weitestgehend entgegengesetzte Tendenzen.
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3.3 Effekte einer Ostrogen-Behandlung auf cEND-Zellen in vitro

Alle beschriebenen Experimente wurden parallel unter E2-Applikation durchgefiihrt, um
die Hypothese eines protektiven Ostrogen-Effekts in vitro zu untersuchen. Die E2-

Behandlung erfolgte wie in Kap. 2.2.2 sowie Kap. 2.2.3 erldutert.

3.3.1 Verdnderungen von cEND-Zellen nach getrennter Applikation von
Katecholaminen und Entziindungsmediatoren bei Normoxie unter Ostrogen-

Behandlung
3.3.1.1 Zellmorphologie

Zur Untersuchung einer moglichen E2-induzierten Protektion der regelrechten cEND-
Morphologie bei getrennter Behandlung mit KAT sowie INF bei Normoxie wurden
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.3.3). Als Vergleichsaufnahmen
dienten, die in Kap. 3.1.1 charakterisierten, parallel angefertigten Aufnahmen. In Abb. 15
ist die Morphologie der cEND-Zellen nach Abschluss des beschriebenen

Versuchsaufbaus gezeigt.
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzfirbung nach separater Behandlung mit

Katecholaminen/Entziindungsmediatoren unter Ostrogen-Applikation bei Normoxie

Gezeigt sind repréisentative Immunfluoreszenzfiarbungen bei 400-facher VergroBerung von Claudin-5
(griin), ZO-1 (rot) und der Zellkerne (DAPI, blau) an cEND-Zellen. Es erfolgte die separate Behandlung
mit Katecholaminen (KAT) sowie Entziindungsmediatoren (INF) bei Normoxie iiber 24 Stunden (24h
NORMOX) unter Ostrogen-Applikation (E2). Die eingefiigte MaBstabsleiste umfasst 20 pm. IL.)
Zellmorphologie von cEND unter E2-Behandlung (E2/24h NORMOX) sowie nach KAT-Applikation unter
E2-Behandlung (E2/KAT/24h NORMOX) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (K/24h
NORMOX) sowie der alleinigen KAT-Applikation (KAT/24h NORMOX). K/24h NORMOX sowie

E2/24h NORMOX prisentieren ein intaktes, kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wobei
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KAT/24h NORMOX eine archipelartige Biindelung der Zellen aufweist. E2/KAT/24h NORMOX erscheint
zwar ebenso diskontinuierlich, allerdings deutlich dichter als KAT/24h NORMOX. I1.) Zellmorphologie
von cEND unter E2-Behandlung (E2/24h NORMOX) sowie nach INF-Applikation unter E2-Behandlung
(E2/INF/24h NORMOX) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (K/24h NORMOX) sowie der
alleinigen INF-Applikation (INF/24h NORMOX). K/24h NORMOX sowie E2/24h NORMOX
présentieren ein intaktes, kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wihrend sowohl bei
INF/24h NORMOX als auch bei E2/INF/24h NORMOX ein aufgelockerter Verband aus rundlichen Zellen
vorliegt. Belichtungszeiten: Claudin-5 1/5,5s; ZO-1 1,8s; DAPI 0,5s.

Unter E2-Applikation iiber 24 Stunden bei Normoxie zeigt das cEND-Zellmonolayer
weiterhin die bereits in Kap. 3.1.1 charakterisierte, regelrechte Konfiguration (s. Abb. 15
I.) E2/24h NORMOX und II.) E2/24h NORMOX). Es sind keine Defekte erkennbar,
weiter befinden sich die gefarbten Tight junction-Proteine an ihrer mikroanatomisch
korrekten Position. Es sind keine morphologischen Unterschiede zwischen den
Kontrollaufnahmen sowie den mit E2 inkubierten Zellen detektierbar. Nach E2-
Behandlung erscheint das Fluoreszenzsignal von Claudin-5 insgesamt in beiden
Féarbungen intensiviert, was als E2-induzierte Verstarkung des vorhandenen Claudin-5-
Saumes interpretiert werden kann. Die KAT-Exposition unter E2-Applikation (s. Abb. 15
I.) E2/KAT/24h NORMOX) fiihrte, im Vergleich zur solitiren KAT-Applikation (s. Abb.
15 I.) KAT/24h NORMOX), zu einer milderen Schidigung des cEND-Monolayers. Es
sind ebenfalls deutliche Defektareale zu erkennen, dennoch erscheint der Zellverband
innerhalb der archipelartig formierten Zellgruppen dichter. Weiter pradsentieren die
iiberwiegend regelrecht spindelformigen Zellen einen kréaftigen Claudin-5-Saum mit von
basal angelagerten ZO-1-Konglomeraten. Dies konnte in der E2-freien Probe nicht
beobachtet werden (vgl. Kap. 3.1.1). Im Gegensatz hierzu ist kein E2-Effekt nach INF-
Behandlung zu verzeichnen (s. Abb. 15 II.) E2/INF/24h NORMOX): die cEND-Zellen
zeigen das gleiche, bereits in Kap. 3.1.1 beschriebene Schidigungsmuster, wie nach

alleiniger INF-Applikation (s. Abb. 15 I1.) INF/24h NORMOX).
3.3.1.2 Proteinlevels

Nach getrennter Applikation von KAT sowie INF unter E2-Behandlung wurden zur
Untersuchung der Junktionsprotein-Expression Western Blots angefertigt (vgl. Kap.
2.3.1). Als Vergleichsdaten wurden die erlduterten Ergebnisse aus Kap. 3.1.2
herangezogen. Die statistische Auswertung sowie die Banden jeweils eines

repriasentativen Blots werden in Abb. 16 sowie Abb. 17 gezeigt.
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Abbildung 16: Proteinexpression nach Applikation von Katecholaminen unter Ostrogen-Behandlung

bei Normoxie

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden eines
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der
untersuchten Junktionsproteine. cEND-Zellen wurden iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX)
unter Ostrogen-Applikation (E2) mit Katecholaminen (KAT) behandelt. Es erfolgte eine Normalisierung
auf B-Aktin, wobei jeweils ein Vielfaches der auf einen Wert von 1 gesetzten Kontrolle (K) dargestellt
wird. Statistisch ausgewertet wurden die Mittelwerte £ SEM von n=5 unabhingigen Experimenten. *p <
0,05, **p < 0,01. Das Fehlen der Kennzeichnung der statistischen Beziehung steht fiir einen nicht
signifikanten Unterschied. I.) Proteinexpression von Claudin-5. IL.) Proteinexpression von Occludin. I11.)

Proteinexpression von ZO-1. IV.) Proteinexpression von VE-Cadherin.
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Abbildung 17: Proteinexpression nach Applikation von Entziindungsmediatoren unter Ostrogen-

Behandlung bei Normoxie

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden eines
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der
untersuchten Junktionsproteine. cEND-Zellen wurden iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX)
unter Ostrogen-Applikation (E2) mit Entziindungsmediatoren (INF) behandelt. Es erfolgte eine
Normalisierung auf B-Aktin, wobei jeweils ein Vielfaches der auf einen Wert von 1 gesetzten Kontrolle
(K) dargestellt wird. Statistisch ausgewertet wurden die Mittelwerte + SEM von n=5 unabhéngigen
Experimenten. Das Fehlen der Kennzeichnung der statistischen Beziehung steht fiir einen nicht
signifikanten Unterschied. I.) Proteinexpression von Claudin-5. IL.) Proteinexpression von Occludin. I11.)

Proteinexpression von ZO-1. IV.) Proteinexpression von VE-Cadherin.
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Die solitire KAT-Applikation fiihrte lediglich zu einer signifikanten Reduktion der ZO-
1-Expression (vgl. Kap. 3.1.2). Bei simultaner E2-Behandlung wurden die Proteinlevels
von Occludin (0,84 + 0,1-fach E2/KAT/24h NORMOX vs. 1,24 + 0,09-fach E2/24h
NORMOX), ZO-1 (0,46 + 0,1-fach E2/KAT/24h NORMOX vs. 0,91 + 0,1-fach E2/24h
NORMOX) sowie VE-Cadherin (0,46 + 0,11-fach E2/KAT/24h NORMOX vs. 0,96 +
0,16-fach E2/24h NORMOX) durch KAT supprimiert. Die Claudin-5-Expression wurde
nicht alteriert (vgl. Abb. 16 1.). Insgesamt zeigten sich bei keinem Zielprotein signifikante
Unterschiede zwischen der E2-Gruppe und der E2-freien Kontrollgruppe (vgl. Abb. 16).

Die INF-Applikation flihrte uabhéngig von der E2-Exposition zu keiner signifikanten
Veranderung der Proteinexpression (vgl. Kap. 3.1.2 und Abb. 17).

3.3.1.3 Genexpression

Nach separater Behandlung mit KAT oder INF bei 24h NORMOX wurden real-time RT-
PCRs durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.4). Die statistische Auswertung wird in Tab. 15 sowie
Tab. 16 gezeigt. Als Vergleichsdaten dienten die Ergebnisse aus Kap. 3.1.3.

Tabelle 15: Genexpression nach Applikation von Katecholaminen unter Ostrogen-Behandlung bei

Normoxie

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression der Zielgene nach Applikation von
Katecholaminen (KAT) iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) unter Ostrogen-Behandlung (E2,
grau hinterlegt). Alle Werte sind als Vielfaches der unbehandelten, E2-freien Kontrolle (K/24h NORMOX)
angegeben, welche auf einen Wert von 1 gesetzt wurde. Es handelt sich um die errechneten Mittelwerte +
SEM von n=6 unabhéngigen Experimenten. KAT/24h NORMOX gegeniiber K/24h NORMOX: *p < 0,05,
#kkp < (0,001, E2/KAT/24h NORMOX gegeniiber E2/24h NORMOX: ¥p < 0,05, ¥%p < 0,001. Die rot
gefirbten Signifikanzniveaus wurden bereits in Kap. 3.1.3erldutert. Findet sich der Ubersichtlichkeit halber

keine Kennzeichnung der statistischen Beziehung, ist dies als nicht signifikanter Unterschied zu verstehen.

K/ KAT/ E2/ E2/KAT/
24h 24h 24h 24h
NORMOX | NORMOX |NORMOX | NORMOX
0.47 Lo 0.43
Cldn-5 1 £0,02 L 006 £0.04
1,05 0,99 0.99
Ocln 1 1011 +0.06 +0.1
0.38 Lol 036
70-1 1 +0,05 004 £0.06
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K/ KAT/ E2/ E2/KAT/
24h 24h 24h 24h
NORMOX | NORMOX | NORMOX | NORMOX
0,55 0.99 0,53
VE-Cad. 1 + 0,02 ? + 0,03
A + 0,01 §88
0,19 0,2
’ 0,98 ’
Itgal 1 + *0*,92 £ 0,07 E= §)§,§04
1,82 101 1,68
ItgaV 1 + 0*,24 0,04 = 0§,23

KAT supprimierten die mRNA-Levels von Claudin-5, ZO-1, VE-Cadherin sowie
Integrin- al, die Genexpression von Integrin- aV wurde induziert (vgl. Kap. 3.1.3).
Innerhalb der E2-Gruppe zeigten sich analoge KAT-Effekt wie in der E2-freien
Kontrollgruppe (vgl. Tab. 15): Die Expression von Claudin-5 (0,43 + 0,04-fach
E2/KAT/24h NORMOX vs. 1,0 + 0,06-fach E2/24h NORMOX), ZO-1 (0,36 = 0,06-fach
E2/KAT/24h NORMOX vs. 1,01 + 0,04-fach E2/24h NORMOX), VE-Cadherin (0,53 +
0,03-fach E2/KAT/24h NORMOX vs. 0,99 + 0,01-fach E2/24h NORMOX) sowie
Integrin-al (0,2 £ 0,04-fach E2/KAT/24h NORMOX vs. 0,98 + 0,07-fach E2/24h
NORMOX) nahm signifikant ab. Das mRNA-Level von Integrin-aV steigerte sich auf
das 1,68 £ 0,23-fache (vs. 1,01 £ 0,04-fach E2/24h NORMOX). Die Expression von
Occludin verdnderte sich nicht signifikant. Insgesamt wurde die Genexpression der
untersuchten Junktionsproteine sowie Integrinuntereinheiten durch E2, verglichen mit der
E2-freien Kontrollgruppe, nicht alteriert (vgl. Tab. 15).

Tabelle 16: Genexpression nach Applikation von Entziindungsmediatoren unter Ostrogen-Behandlung

bei Normoxie

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression der Zielgene nach Applikation von
Entziindungsmediatoren (INF) iiber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) unter Ostrogen-
Behandlung (E2, grau hinterlegt). Alle Werte sind als Vielfaches der unbehandelten, E2-freien Kontrolle
(K/ 24h NORMOX) angegeben, welche jeweils auf einen Wert von 1 gesetzt wurde. Es handelt sich um
die errechneten Mittelwerte + SEM von n=5 unabhéngigen Experimenten. INF/24h NORMOX gegeniiber
K/24h NORMOX: *#p < 0,01, ***p < 0,001. E2/INF/24h NORMOX gegeniiber E2/24h NORMOX: ¥p <
0,01, $%%p < 0,001. Die rot gefirbten Angaben der Signifikanzniveaus wurden bereits in Kap. 3.1.3erldutert.
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signifikanter Unterschied zu verstehen.

Findet sich der Ubersichtlichkeit halber keine Kennzeichnung der statistischen Beziehung, ist dies als nicht

K/ INF/ E2/ E2/INF/
24h 24h 24h 24h
NORMOX | NORMOX |NORMOX |NORMOX
1,18 0,83 0,89
Cldn-S 1 1021 +0.,06 +0.1
0.39 0.36
) 0,97 ’
Ocln 1 + 9*’95 0,09 + §)§,§06
0,52 051
70-1 ! +0.05 1t 10,04
+0,08 o
0.85 0.78
) 0,94 ;
VE-Cad. 1 £0,02 L00 £005
0,68 0,99 0,63
Itgal 1 +0.15 +0.07 +0.12
331 3.18
) 0,95 ’
ItgaV 1 + (3;54 £ 0,07 = 2554

Nach INF-Applikation zeigte sich in Abwesenheit von E2 eine signifikant reduzierte
Genexpression von Occludin, ZO-1 sowie VE-Cadherin. Das mRNA-Level von Integrin-
aV wurde gesteigert (vgl. Kap. 3.1.3). Die beschriebenen INF-Effekte ohne E2 decken
sich mit denen bei E2-Behandlung (vgl. Tab. 16): Occludin (0,36 + 0,06-fach E2/INF/24h
NORMOX vs. 0,97 + 0,09-fach E2/24h NORMOX), ZO-1 (0,51 + 0,04-fach E2/INF/24h
NORMOX vs. 1,06 + 0,08-fach E2/24h NORMOX) und VE-Cadherin (0,78 + 0,05-fach
E2/INF/24h NORMOX vs. 0,94 + 0,02-fach E2/24h NORMOX) prasentierten signifikant
supprimierte mRNA-Levels. Claudin-5 und Integrin-al wurden nicht relevant alteriert.
Die Genexpression von Integrin-aV wurde auf das 3,18 + 0,54-fache (vs. 0,95 + 0,07-
fach E2/24h NORMOX) gesteigert. Zwischen den beiden Versuchsgruppen, E2-frei vs.

E2-exponiert, zeigte sich erneut kein signifikanter Unterschied.

3.3.2 cEND-Zellen nach Applikation von  Stressfaktoren  bei  variablen

Inkubationsbedingungen unter Ostrogen-Behandlung
3.3.2.1 Zellmorphologie

Nach SF-Applikation unter den Inkubationsbedingungen Normoxie, OGD sowie
Reoxygenierung bei zeitgleicher E2-Exposition erfolgten erneut wie beschrieben

Immunfluoreszenzfarbungen (vgl. Kap. 2.3.2). Als Vergleichsaufnahmen dienten die
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parallel angefertigten Aufnahmen der E2-freien Kontrollgruppen (vgl. Kap. 3.2.1). In
Abb. 18 sowie Abb. 19 ist die Morphologie der cEND-Zellen nach Abschluss des

beschriebenen Versuchs gezeigt.

1)

K/4h'NORMOX

P
b

E2/0GD _ -

SF/OGD 3 E2/SF/IOGD

Abbildung 18: Immunfluoreszenzfirbungen nach Applikation von Stressfaktoren unter Ostrogen-

Applikation bei variablen Inkubationsbedingungen (I)

Gezeigt sind reprisentative Immunfluoreszenzfiarbungen bei 400-facher VergroBerung von Claudin-5
(griin), ZO-1 (rot) und der Zellkerne (DAPI, blau) an cEND-Zellen. Zuvor erfolgte die Behandlung mit
Stressfaktoren (SF) unter Ostrogen-Applikation (E2). Die eingefiigte Mafstabsleiste umfasst 20 um. 1.)
Zellmorphologie von cEND unter E2-Behandlung iiber vier Stunden bei Normoxie (E2/4h NORMOX)
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sowie nach SF-Applikation iiber vier Stunden unter E2-Behandlung (E2/SF/4h NORMOX) im Vergleich
zu einer unbehandelten Kontrolle nach vier Stunden Normoxie (K/4h NORMOX) sowie der SF-
Applikation nach vier Stunden Normoxie (SF/4h NORMOX). K/4h NORMOX sowie E2/4h NORMOX
présentieren intakte, kontinuierliche Monolayer aus schlanken Zellleibern, wobei SF/4h NORMOX einen
aufgelockerten Verband kugelig konfigurierter Zellen zeigt. Bei E2/SF/4h NORMOX ist ein dichterer
Verband aus spindelférmigen Zellen zu beobachten. 11.) Zellmorphologie von cEND unter E2-Behandlung
iiber vier Stunden bei Sauerstoff-Glucose-Entzug (E2/0GD) sowie nach SF-Applikation iiber vier Stunden
unter E2-Behandlung (E2/SF/OGD) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle bei OGD (K/4h OGD)
sowie der SF-Applikation bei OGD (SF/OGD). K/4h OGD sowie E2/OGD présentieren ein intaktes,
kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern. Bei SF/OGD imponieren deutliche Defektareale,
wobei E2/SF/OGD weiterhin einen kontinuierlichen Zellverband zeigt. Belichtungszeiten: Claudin-5 1/12s;
Z0-1 2s; DAPI 1/3s.

61



Ki2ah NORMOX |, E2/24h NORMOX

SF/24h NORMOX™ E2/SF/24h NORMOX %

-
-

K/OGD + REOX E2/0GD + REOX

SF/OGD + REOX E2/SF/IOGD + REOX

Abbildung 19: Immunfluoreszenzfirbungen nach Applikation von Stressfaktoren unter Ostrogen-

Applikation bei variablen Inkubationsbedingungen (I1)

Gezeigt sind repréisentative Immunfluoreszenzfiarbungen bei 400-facher VergroBerung von Claudin-5
(griin), ZO-1 (rot) und der Zellkerne (DAPI, blau) an cEND-Zellen. Zuvor erfolgte die Behandlung mit
Stressfaktoren (SF) unter Ostrogen-Applikation (E2). Die eingefiigte Mafstabsleiste umfasst 20 um. 1.)
Zellmorphologie von cEND unter E2-Behandlung iiber 24 Stunden bei Normoxie (E2/24h NORMOX)
sowie nach SF-Applikation unter E2-Behandlung iiber 24 Stunden bei Normoxie (E2/SF/24h NORMOX)
im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle bei 24 Stunden Normoxie (K/24h NORMOX) sowie der
SF-Applikation bei 24 Stunden Normoxie (SF/24h NORMOX). K/24h NORMOX sowie E2/24h

NORMOX présentieren ein intaktes, kontinuierliches Monolayer aus schlanken Zellleibern, wohingegen
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bei SF/24h NORMOX einzelne Zellkonglomerate zu beobachten sind. E2/SF/24h NORMOX ldsst lediglich
bandformige Konglomerate der angeférbten Strukturen erkennen. I1.) Zellmorphologie von cEND unter
E2-Behandlung nach Reoxygenierung (E2/OGD + REOX) sowie nach SF-Applikation unter E2-
Behandlung nach Reoxygenierung (E2/SF/OGD + REOX) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
nach Reoxygenierung (K/OGD + REOX) sowie der SF-Applikation nach Reoxygenierung (SF/24h OGD
+ REOX). K/OGD + REOX sowie E2/SF/OGD + REOX présentieren eine netzartige Claudin-5-Formation
mit zentral gehduften Nuclei. Bei SF/24h OGD + REOX und E2/SF/OGD + REOX sind nur einzelne
Konglomerate der angefdrbten Komponenten zu sehen, wobei E2/SF/OGD + REOX eine dichtere,
netzartigen Zellverband aufweist. Belichtungszeiten: Claudin-5 1/12s; ZO-1 2s; DAPI 1/3s.

Morphologisch  zeigt sich kein Unterschied zwischen den unbehandelten
Kontrollfarbungen und den Aufnahmen der mit ausschlieBlich E2 inkubierten Proben bei
Normoxie (Abb. 18 sowie Abb. 19). Allerdings imponiert nach 4h NORMOX unter E2-
Applikation ein verstdrktes Fluoreszenzsignal von Claudin-5 entlang der Zell-Zell-
Grenzen (s. Abb. 18 1.) E2/4h NORMOX). Nach 24h NORMOX wird kein Unterschied
der Fluoreszenzstirke von Claudin-5 zwischen den E2-exponierten sowie den E2-freien

Proben beobachtet (s. Abb. 19 1.) E2/24h NORMOX).

OGD allein fiihrte zu keiner morphologischen Alteration verglichen mit der Inkubation
bei Normoxie (vgl. Kap. 3.2.1). Es kann das regelrechte phéanotypische Aussehen der
cEND-Zellen beobachtet werden (vgl. Kap. 3.1.1). Dieses zeigt sich auch nach E2-
Behandlung, wobei das Claudin-5-Signal auch hier verstirkt erscheint (s. Abb. 18 II.)
E2/0GD). SF verursachten nach 4h NORMOX eine netzartige Auflockerung des
Zellmonolayers, wobei die gefarbten Tight junction-Proteine weiterhin regelrecht
lokalisiert waren (vgl. Kap. 3.2.1). Die einzelnen Zellen imponierten kugelig deformiert.
Unter E2-Applikation (s. Abb. 18 1.) E2/SF/4h NORMOX) ist der SF-Effekt
morphologisch moderater ausgepriagt: Die Zellen bilden einen dichten, defektfreien
Verband, welcher vorwiegend aus schlanken, spindelformigen Zellen besteht. Durch eine
SF-Expositionsdauer von 24 Stunden wird auch bei E2-Behandlung, wie in Abwesenheit
von E2 (vgl. Kap. 3.2.1), eine deutliche Zerstérung des cEND-Monolayers verursacht (s.
Abb. 19 1.) E2/SF/24h NORMOX). Es handelt sich lediglich noch um bandférmige
Konglomerate aus freiliegenden Nuclei sowie Claudin-5 und ZO-1. Insgesamt prasentiert
diese Féarbung ein weitreichenderes Schiadigungsausmal3 durch SF iiber 24 Stunden als

ohne E2 (vgl. Abb. 19 1.) SF/24h NORMOX und E2/SF/24h NORMOX).
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Nach OGD présentiert sich unter E2-Applikation, ebenso wie in der korrespondierenden
Kontrollfarbung, der regelrechte cEND-Phénotyp als intakter Zellverband (s. Abb. 18 11.)
E2/0GD). Die beschriebene, wechselseitige Potenzierung der beiden Noxen OGD und
SF scheint durch eine simultane E2-Behandlung abgefedert zu werden: Im Gegensatz zu
der in Kap. 3.2.1 charakterisierten Schiadigung durch SF-Applikation bei OGD (s. Abb.
18 II.) SF/OGD), kann in Kombination mit E2 weiterhin ein kontinuierliches
Zellmonolayer ohne Defektareale beobachtet werden (s. Abb. 18 II.) E2/SF/OGD).
Uberwiegend zeigen die Zellen regelrecht spindelférmige Zellleiber. Die gefirbten
Junktionsproteine befinden sich an der histologisch korrekten Position, wobei alle

dargestellten Nuclei von einem kontinuierlichen Claudin-5-Saum umgeben sind.

Nach Reoxygenierung unter E2-Behandlung ist ebenfalls ein ,,Reoxygenierungsschaden
erkennbar (s. Abb. 19 II.) E2/0GD + REOX). Ebenso wie nach alleiniger
Reoxygenierung wird das Zellmonolayer schwerwiegend zerstort (s. Abb. 19 11.) K/OGD
+ REOX). Wie in Kap. 3.2.1 charakterisiert, ist in beiden Féarbungen ein retikuldrer
Verband aus Claudin-5 mit eingelagerten ZO-1-Konglomeraten erkennbar. Zentral
befindet sich jeweils eine diffuse Ansammlung einzelner Nuclei. Die SF-Exposition bei
Reoxygenierung aggravierte den Reoxygenierungsschaden weiter (s. Abb. 19 II.)
SF/OGD + REOX). Es sind nur noch Konglomerate aus Nuclei und den gefarbten Tight
junction-Proteinen sichtbar. Bei zeitgleicher E2-Behandlung ist das cEND-Monolayer
ebenfalls massiv alteriert (s. Abb. 19 II.) E2/ SF/ OGD + REOX): Es imponieren
Defektareale sowie eine rundliche Zellkonfiguration. Claudin-5 ist als lockerer,
retikuldrer Verband erkennbar, wobei die einzelnen Nuclei nicht mehr regelrecht
eingesdumt werden. ZO-1 scheint in wolkigen Formationen teils dem Claudin-5 von basal
anzuliegen, teils diffus verteilt. Ebenso wie in der E2-freien Probe ist kein
zusammenhédngender Zellverband identifizierbar (s. Abb. 19 II.) SF/ OGD + REOX),
allerdings zeigt sich unter E2-Applikation eine hohere Zelldichte mit einem angedeuteten

Claudin-5-Netz.
3.3.2.2 Proteinexpression

Zur Evaluation alterierter Zielprotein-Levels bei simultaner E2-Applikation unter den

variablen Inkubationsbedingungen wurden Western Blots der gewonnen Proben

64



angefertigt (vgl. Kap. 2.3.1). Abb. 20 sowie Abb. 21

zeigen die Modulation der

Proteinexpression verglichen mit der E2-freien Versuchsgruppe (vgl. Kap. 3.2.2).
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Abbildung 20: Proteinexpression nach Applikation von Stressfaktoren bei variablen

Inkubationsbedingungen unter Ostrogen-Behandlung (1)

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden jeweils eines

reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der

Junktionsproteine. Es wurden Stressfaktoren (SF) fiir vier Stunden bei Normoxie (4h NORMOX) sowie

fiir vier Stunden bei Sauerstoff-Glucose-Entzug (OGD) mit konsekutiver Reoxygenierung iiber 20 Stunden

(OGD + REOX) unter Ostrogen-Behandlung (E2) appliziert. Parallel wurde eine unbehandelte Kontrolle

(K) sowie eine lediglich mit E2 behandelte Probe (E2) jeder Inkubationsbedingung analysiert. Statistisch
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ausgewertet wurden die Mittelwerte £ SEM von n=8 unabhingigen Experimenten. Es erfolgte eine
Normalisierung auf B-Aktin, wobei jeweils ein Vielfaches der auf einen Wert von 1 gesetzten,
unbehandelten, E2-freien Kontrolle nach vier Stunden Normoxie (K/4h NORMOX) angegeben ist. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Findet sich der Ubersichtlichkeit halber keine Kennzeichnung der
statistischen Beziehung, ist dies als nicht signifikanter Unterschied zu verstehen. 1.) Proteinexpression von
Claudin-5. I1.) Proteinexpression von Occludin. I11.) Proteinexpression von ZO-1. IV.) Proteinexpression

von VE-Cadherin.

Die Proteinexpression von Claudin-5 wurde in diesem Versuchsaufbau, weder unter E2-
Behandlung noch ohne diese, signifikant alteriert (s. Abb. 20 I.). In Abwesenheit von E2
wurde das Occludin-Proteinlevel nur durch OGD signifikant reduziert. Die iibrigen
Behandlungen hatten keinen Effekt (vgl. Kap. 3.2.2). Bei E2-Applikation war, verglichen
mit der Kontrolle nach 4h NORMOX, keine malBgebliche Verdnderung durch OGD
detektierbar. Im Gegensatz dazu war ein signifikanter SF-Effekt bei Reoxygenierung zu
verzeichnen: der relative Proteingehalt wurde auf das 0,52 + 0,05-fache, verglichen mit
der alleinigen Reoxygenierung (0,85 + 0,09-fach) beziehungsweise mit der SF-
Applikation bei OGD (0,87 + 0,07-fach), reduziert. Weitere relevante Verdnderungen der
Occludin-Expression konnten nicht gezeigt werden (s. Abb. 20 II.). ZO-1 wurde bei
simultaner E2-Behandlung weder durch OGD noch durch die vierstiindige SF-
Applikation, sowohl bei Normoxie als auch bei OGD, malgeblich modifiziert. Die
Reoxygenierungsphase fiihrte ebenfalls zu keiner Alteration. Signifikant reduziert wurde
Z0-1 durch die SF-Behandlung bei Reoxygenierung, wobei der Proteingehalts auf das
0,4 + 0,06-fache verglichen mit der solitiren Reoxygenierung (0,85 + 0,09-facher
Proteingehalt) supprimiert wurde (s. Abb. 20 III.). Insgesamt priasentierte ZO-1 im
vorliegenden Versuchsaufbau unter E2-Behandlung dasselbe Verhalten wie in der E2-
freien Kontrollgruppe (vgl. Kap. 3.2.2). Ohne E2 zeigte VE-Cadherin eine durch OGD
reduzierte Expression, gefolgt von einem Anstieg nach Reoxygenierung. In Kombination
mit SF konnte dies nicht gezeigt werden. Ein signifikanter SF-Effekt wurde lediglich nach
Reoxygenierung detektiert: die VE-Cadherin-Expression wurde signifikant verringert
(vgl. Kap. 3.2.2). Unter E2-Appliaktion hatte OGD keine maBigeblichen Auswirkungen
auf VE-Cadherin, ferner folgte kein Anstieg nach Reoxygenierung. Analog zur E2-freien

Versuchsgruppe zeigte sich ein signifikanter SF-Effekt nach Reoxygenierung: der
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relative Proteingehalt wurde durch SF auf das 0,43 + 0,06-fache (vs. 0,9 + 0,07-facher
Proteingehalt bei E2/0OGD + REOX) supprimiert (s. Abb. 20 IV.).

Insgesamt ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der E2-exponierten

sowie der E2-freien Versuchsgruppe.
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Abbildung 21: Proteinexpression nach Applikation von Stressfaktoren bei variablen

Inkubationsbedingungen unter Ostrogen-Behandlung (II)

Gezeigt ist die statistische Auswertung des relativen (rel.) Proteingehalts sowie die Banden eines
reprisentativen Western Blots zur Bestimmung der quantitativ alterierten Proteinexpression der

Junktionsproteine. Es wurden Stressfaktoren (SF) fiir 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) sowie bei
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Reoxygenierung (OGD + REOX) unter Ostrogen-Behandlung (E2) appliziert. Parallel wurde eine
unbehandelte Kontrolle (K) sowie eine lediglich mit E2 behandelte Probe (E2) jeder Inkubationsbedingung
analysiert. Statistisch ausgewertet wurden die Mittelwerte = SEM von n=8 unabhingigen Experimenten.
Es erfolgte eine Normalisierung auf B-Aktin, wobei jeweils ein Vielfaches der auf einen Wert von 1
gesetzten unbehandelten, E2-freien Kontrolle nach 24 Stunden Normoxie (K/24h NORMOX) angegeben
ist. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Findet sich der Ubersichtlichkeit halber keine Kennzeichnung der
statistischen Beziehung, ist dies als nicht signifikanter Unterschied zu verstehen. 1.) Proteinexpression von
Claudin-5. I1.) Proteinexpression von Occludin. I11.) Proteinexpression von ZO-1. IV.) Proteinexpression

von VE-Cadherin.

Ein  SF-Effekt auf die Claudin-5-Expression innerhalb der variablen
Inkubationsbedingungen zeigte sich ohne E2 lediglich nach Reoxygenierung (vgl. Kap.
3.2.2). Unter E2-Applikation konnte ein analoges Expressionsverhalten gezeigt werden
(s. Abb. 21 1.): Nach Reoxygenierung présentierte sich nach SF-Behandlung ein
reduzierter Claudin-5-Proteingehalt (0,71 + 0,08-fach E2/SF/OGD + REOX vs. 1,0 £
0,08-fach E2/0OGD + REOX). In Abwesenheit von E2 zeigte Occludin keine Alteration
nach Reoxygenierung. Bei 24h NORMOX verringerte die SF-Applikation den
Proteingehalt maBgeblich, wobei dieser Effekt nach Reoxygenierung nicht gezeigt wurde.
Die Occludin-Expression stieg durch die Kombination aus SF und Reoxygenierung,
verglichen mit der SF-Behandlung bei 24h NORMOX, signifikant an (vgl. Kap. 3.2.2).
Bei simultaner E2-Behandlung zeigten sich analoge Trends: Lediglich bei 24h
NORMOX wurde Occludin auf das 0,44 + 0,08-fache Proteinlevel supprimiert (vs. 1,01
+ 0,03-fach E2/24h NORMOX). Innerhalb der Reoxygenierung konnte dies nicht gezeigt
werden. Die Kombination aus SF und Reoxygenierung (0,81 & 0,04-facher Proteingehalt)
resultierte in einer Induktion der Proteinexpression verglichen mit der SF-Applikation bei
24h NORMOX (0,44 + 0,08-facher Proteingehalt) (s. Abb. 21 I1.). ZO-1 wurde ohne E2
nach Reoxygenierung gegeniiber der 24h NORMOX nicht relevant alteriert. Ein
signifikanter SF-Effekt im Sinne eines reduzierten Proteingehalts wurde nach beiden
Inkubationsbedingungen gezeigt (vgl. Kap. 3.2.2). Bei E2-Exposition war das
Expressionsverhalten deckungsgleich: Die SF-Applikation flihrte sowohl bei Normoxie
(0,35 + 0,1- E2/SF/24h NORMOX vs. 0,88 + 0,04-fach E2/24h NORMOX) als auch bei
Reoxygenierung (0,57 + 0,06-fach E2/SF/OGD + REOX vs. 0,97 &+ 0,06-fach E2/0OGD +
REOX) zu  supprimierten  Proteinlevels. = Unterschiede = zwischen  den

Inkubationsbedingungen Normoxie und Reoxygenierung konnten nicht detektiert werden
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(s. Abb. 21 III.). Innerhalb der E2-freien Gruppe zeigte VE-Cadherin ein vergleichbares
Expressionsmuster wie ZO-1: Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den
nach 24h NORMOX sowie nach Reoxygenierung gewonnenen Proben zu verzeichnen.
Die Applikation von SF resultierte nach beiden Inkubationsbedingungen in einem
verringerten Proteingehalt (vgl. Kap. 3.2.2). Unter E2-Applikation konnte ebenfalls ein
signifikanter SF-Effekt im Sinne einer supprimierten Proteinexpression beobachtet
werden. Dies galt sowohl fiir 24h NORMOX (0,37 £+ 0,04- E2/SF/24h NORMOX vs. 0,94
+ 0,03-fach E2/24h NORMOX) als auch nach Reoxygenierung (0,57 £ 0,06-fach
E2/SF/OGD + REOX vs. 1,01 + 0,06-fach E2/OGD + REOX). Im Gegensatz zu der E2-
freien Versuchsgruppe konnte hier, ebenso wie bei Occludin, ein signifikanter Anstieg
des Proteingehalts von VE-Cadherin nach Reoxygenierung in Kombination mit SF (0,57
+ 0,06-facher Proteingehalt), verglichen mit der Konstellation aus 24h NORMOX mit SF
(0,37 &+ 0,04-facher Proteingehalt), gezeigt werden (s. Abb. 21 IV.).

Wie schon nach Auswertung der in Abb. 20 gezeigten Ergebnisse, konnte auch mittels
der Daten aus Abb. 21 kein signifikanter Unterschied zwischen der mit E2 behandelten

gegeniiber der E2-freien Vergleichsgruppe detektiert werden.
3.3.2.3 Genexpression

Bei simultaner E2-Applikation unter den variablen Inkubationsbedingungen wurde
erneut die Expression der gewihlten Zielgene untersucht (vgl. Kap. 2.4). Tab. 17 sowie
18 zeigen die Modulation der mRNA-Levels verglichen mit der E2-freien
Versuchsgruppe (vgl. Kap. 3.2.3).

Tabelle 17: Genexpression nach Applikation von Stressfaktoren bei variablen Inkubationsbedingungen

unter Ostrogen-Behandlung (1)

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression aller Zielgene nach Applikation von
Stressfaktoren (SF) iiber vier Stunden bei Normoxie (4h NORMOX) sowie nach vier Stunden Sauerstoff-
Glucose-Entzug (OGD) mit konsekutiver Reoxygenierung iiber 20 Stunden (OGD + REOX) unter
Ostrogen-Behandlung (E2, grau hinterlegt). Ferner werden die mRNA-Levels der jeweils
korrespondierenden Kontrollen (K) dargestellt. Alle Werte sind als Vielfaches der unbehandelten, E2-
freien K nach vier Stunden Normoxie (K/4h NORMOX) angegeben, welche auf einen Wert von 1 gesetzt
wurde. Es handelt sich um die errechneten Mittelwerte + SEM von n=10 unabhingigen Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde beziiglich des jeweiligen Zielgens wie folgt markiert: SF/4h NORMOX und
K/OGD gegeniiber K/4h NORMOX: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. K/OGD + REOX gegeniiber
K/OGD: ¥p < 0,05, ¥%p < 0,001. SF/OGD gegeniiber K/OGD: "p < 0,05, “p < 0,01, ™ <0,001. SF/OGD
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+ REOX gegeniiber K/OGD + REOX: *"”p < 0,001. SF/OGD gegeniiber SF/4h NORMOX: “p < 0,05.
SF/OGD + REOX gegeniiber SF/OGD: **p < 0,01, *%%p < 0,001. E2/SF/4h NORMOX gegeniiber E2/4h
NORMOX: @@p < 0,01, @@@p < 0,001. E2/0GD gegeniiber E2/4h NORMOX: #€p < 0,001. E2/SF/OGD
gegeniiber E2/0GD: “p < 0,05. E2/SF/OGD gegeniiber E2/SF/4h NORMOX: ®p < 0,05. E2/OGD + REOX
gegeniiber E2/0GD: 'p < 0,05, "'p < 0,01, *'p < 0,001. E2/SF/OGD + REOX gegeniiber E2/0GD + REOX:
0005 < 0,001. E2/SF/OGD + REOX gegeniiber E2/SF/OGD: iiip < 0,001. Die Signifikanzniveaus der E2-
freien Proben (rot gefirbt) wurden in Kap. 3.2.3/Tab. 13 dargestellt. Der Ubersichtlichkeit halber findet

sich keine Kennzeichnung statistisch nicht signifikanter Unterschiede.

K/ SF/ E2/ E2/SF/ K/ SF/ |E2/ | E2/SF/
h h h h Ig - gFé 5 gZG/D gZG/f)F "1 o6p + | 06D + | 06D + | 06D +
NORMOX | NORMOX | NORMOX | NORMOX REOX |REOX |REOX |REOX
049 | 056 0.88 | 029 | 098 | 034
0.92 0.83 0.6 ’ ’ 062 | 057 ’ ’ , ,
Cldn-5 | 2008 006 2005 | =007 | =011 | g7 | <oos | 007 | £006 | 009 | 009
021 003 021 034 | 008 | 029 | o | L12 | 026 | 1,06 | 022
Ocln | +0,02 , 002 | £006 | £002 | £005 | > +£0,07 | £0,06 | £0,07 | +0,04
03 0 031 07 [7033 | "o | gz | 126 | 028 | 124 | 032
Z0-1 1 +0,02 £0.03 + 0,04 +0,08 | £0,03 | “yoe | ooz | 006 | £0,1 | £0,07 | £0,1
e , @a@ * ++ , ) §§% %%% n 000
156 | 1.06 1,04 0.41 0.53
0.73 0.9 0.71 ’ ’ 1,37 , 1,03 ’ 1.0 ,
VE- 1 +0,07 +0,02 +008 | EOM | =097 g0 | %001 1003 | 096 | Loo1 | £%P°
Cad. €€e §§§ i
hiad # ® $$$ iii
0.54 0.92 0.51 069 | 047 | 063 | 051 | 143 io(,)og | 145 | 025
Itgal 1 +0,02 +0,04 £0,03 | £0,05 | 0,07 | £0,06 | £0,06 | 0,12 | 120 | £013 | £0,09
@@ §88 1 000
$$
38 4.08 631 | 1.0 | 147 1.52
’ 0.93 3,54 ’ 65 | 3.63 , ; ’ 1,01 ,
TtgaV ! £06 +0,03 <058 | “%72 | +10s [ 2064 | THOT| 004 =005 1 g3 | =12

In Tab. 17 sind die Ergebnisse nach 4h NORMOX, OGD sowie Reoxygenierung

aufgefiihrt.  Zundchst wurden die SF-Effekte innerhalb der einzelnen
Inkubationsbedingungen charakterisiert. In der E2-freien Versuchsgruppe konnten
folgende Trends gezeigt werden (vgl. Kap. 3.2.3): Nach vierstiindiger Normoxie war die
Genexpression von Occludin, ZO-1 sowie Integrin-al durch SF signifikant reduziert,
wohingegen eben diese von Integrin-aV induziert wurde. Claudin-5 und VE-Cadherin
wurden nicht maB3geblich alteriert. Die SF-Behandlung kombiniert mit OGD verringerte
die mRNA-Levels von Occludin, ZO-1 und VE-Cadherin. Nach abgeschlossener

Reoxygenierung mit simultaner SF-Applikation wurden alle Zielgene, mit Ausnahme von
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Integrin-aV, in ihrer Expression, verglichen mit den mRNA-Levels nach alleiniger
Reoxygenierung, signifikant reduziert. In der E2-exponierten Versuchsgruppe zeigten
sich folgende SF-Effekte innerhalb derselben Inkubationsbedingung: Ebenfalls sank nach
4h NORMOX die Expression von Occludin (0,21 £+ 0,02-fach E2/SF/4h NORMOX vs.
0,93 £ 0,04-fach E2/4h NORMOX), ZO-1 (0,31 £ 0,04-fach E2/SF/4h NORMOX vs. 0,9
+ 0,03-fach E2/4h NORMOX) sowie Integrin-al (0,51 + 0,03-fach E2/SF/4h NORMOX
vs. 0,92 + 0,04-fach E2/4h NORMOX). Claudin-5 und VE-Cadherin wurden nicht
mallgeblich verdndert. Die Integrin-aV-Expression wurde, ebenso wie ohne E2,
induziert, allerdings wurde keine statistische Signifikanz erreicht (3,54 + 0,58-fach
E2/SF/4h NORMOX vs. 0,93 + 0,03-fach E2/4h NORMOX). In der OGD-Gruppe wurde
durch SF das mRNA-Level von VE-Cadherin (1,04 & 0,06-fach E2/SF/4h NORMOX vs.
1,37 £ 0,06-fach E2/4h NORMOX) supprimiert. Die iibrigen Zielgene wurden nicht
signifikant alteriert. Analog zur E2-freien Versuchsgruppe wurde unter E2-Einfluss bei
SF-Applikation unter Reoxygenierung die Expression aller Zielgene, ausgenommen von
Integrin-aV, reduziert: Claudin-5 auf das 0,34 + 0,09-fache (vs. 0,98 = 0,09-fach E2/OGD
+ REOX), Occludin auf das 0,22 + 0,04-fache (vs. 1,06 £ 0,07-fach E2/0GD + REOX),
Z0-1 aufdas 0,32 £ 0,1-fache (vs. 1,24 + 0,07-fach E2/0OGD + REOX), VE-Cadherin auf
das 0,53 £ 0,09-fache (vs. 1,0 £ 0,01-fach E2/0OGD + REOX) sowie Integrin-al auf das
0,25 £ 0,09-fache (vs. 1,45 + 0,13-fach E2/OGD + REOX).

Im Folgenden wurden die Verdnderungen der mRNA-Levels durch die einzelnen
Inkubationsvarianten verglichen. In Abwesenheit von E2 wurden Claudin-5, Occludin
sowie ZO-1 durch OGD auf mRNA-Ebene signifikant supprimiert, gefolgt von einer
induzierten Genexpression nach Reoxygenierung. Bei SF-Applikation war diese
Undulation nicht vorhanden. Lediglich konnte eine signifikant verminderte Claudin-5-
Expression durch die Kombination aus OGD und SF, verglichen mit der SF-Behandlung
bei 4h NORMOX, gezeigt werden (vgl. Kap. 3.2.3). Bei simultaner E2-Exposition fiel
lediglich das mRNA-Level von Occludin durch OGD auf das 0,29 + 0,05-fache (vs. 0,93
+ 0,04-fach E2/4h NORMOX). Die Expression der iibrigen Junktionsproteine sowie von
Integrin-al wurde zwar reduziert, allerdings wurde keine statistische Signifikanz erreicht.
Ein relevanter Anstieg nach Reoxygenierung konnte bei Claudin-5 (0,98 £+ 0,09-fach
E2/0GD + REOX vs. 0,62 + 0,07-fach E2/0OGD), Occludin (1,06 + 0,07-fach E2/0OGD +
REOX vs. 0,29 + 0,05-fach E2/0GD) und ZO-1 (1,24 + 0,07-fach E2/0OGD + REOX vs.
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0,62 + 0,08-fach E2/0OGD) beobachtet werden. Unter SF-Einfluss wurde bei Claudin-5,
Occludin und ZO-1 kein signifikanter Unterschied zwischen den korrespondierenden
Proben nach 4h NORMOX, OGD sowie Reoxygenierung gezeigt. In der E2-freien
Versuchsgruppe zeigte VE-Cadherin, sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit
von SF, eine relevante Induktion der Genexpression durch OGD gefolgt von einem Abfall
nach Reoxygenierung (vgl. Kap. 3.2.3). Unter E2-Behandlung konnte dieser
wellenformige Verlauf ebenfalls beobachtet werden: Ohne SF-Einfluss wurde das
mRNA-Level von VE-Cadherin durch OGD signifikant auf das 1,37 + 0,06-fache (vs. 0,9
+ 0,02-fach E2/4h NORMOX) gesteigert, gefolgt von einer Reduktion auf das 1,0 £0,01-
fache nach Reoxygenierung. Bei simultaner SF-Behandlung zeigte sich der gleichformige
Verlauf einer Induktion durch OGD auf das 1,04 = 0,06-fache (vs. 0,71 + 0,08-fach
E2/SF/ 4h NORMOX) sowie einer Suppression nach Reoxygenierung auf das 0,53 +
0,09-fache. In der E2-freien Versuchsgruppe wurde Integrin-al durch OGD, sowohl mit
als auch ohne SF, nicht alteriert. Nach Reoxygenierung ohne SF zeigte sich die Induktion
der Genexpression. Die Kombination aus Reoxygenierung und SF resultierte hingegen in
einem signifikant reduzierten mRNA-Level (vgl. Kap. 3.2.3). Bei E2-Exposition stieg die
Integrin-al-Expression nach Reoxygenierung ohne SF auf das 1,45 £ 0,13-fache an (vs.
0,63 £ 0,06-fach E2/0OGD). Zwischen den librigen korrespondierenden Proben der
einzelnen Inkubationsbedingungen wurde kein signifikanter Unterschied des mRNA-
Levels von Integrin-al gezeigt. In Abwesenheit von E2 wurde Integrin-aV durch OGD
induziert, gefolgt von einem Abfall nach Reoxygenierung. In Kombination mit SF konnte
ein dhnlicher Trend beobachtet werden, wobei lediglich die reduzierte Expression nach
Reoxygenierung statistisch signifikant war (vgl. Kap. 3.2.3). Bei simultaner E2-
Behandlung zeigten sich analoge Tendenzen: Ohne SF wurde die Genexpression durch
OGD induziert sowie nach anschliefender Reoxygenierung herunterreguliert, wobei
keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Bei SF-Applikation wurde das mRNA-
Level von Integrin-aV durch OGD auf das 6,31 + 1,07-fache gesteigert (vs. 3,54 + 0,58-
fach E2/SF/4h NORMOX). Die Reoxygenierung resultierte in Kombination mit SF in

einer auf das 1,52 + 0,12-fache supprimierten Expression. Signifikante Unterschiede
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zwischen den korrespondierenden Proben der mit E2 behandelten sowie der E2-freien

Versuchsgruppe konnten nicht ermittelt werden (s. Tab. 17).

Tabelle 18: Genexpression nach Applikation von Stressfaktoren bei variablen Inkubationsbedingungen

unter Ostrogen-Behandlung (II)

Gezeigt ist die mittels real-time RT-PCR untersuchte Expression aller Zielgene nach Applikation von
Stressfaktoren (SF) {iber 24 Stunden bei Normoxie (24h NORMOX) sowie bei Reoxygenierung (OGD +
REOX) unter Ostrogen-Behandlung (E2, grau hinterlegt). Ferner werden mRNA-Levels der jeweils
korrespondierenden Kontrollen (K) dargestellt. Alle Werte sind als Vielfaches der unbehandelten, E2-
freien K nach 24 Stunden Normoxie (K/24h NORMOX) angegeben, welche auf einen Wert von 1 gesetzt
wurde. Es handelt sich um die errechneten Mittelwerte + SEM von n=10 unabhingigen Experimenten. Die
statistische Signifikanz wurde beziiglich des jeweiligen Zielgens wie folgt markiert: SF/24h NORMOX
und K/OGD + REOX gegeniiber K/24h NORMOX: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001. SF/OGD + REOX
gegeniiber K/OGD + REOX: ¥p < 0,05, ¥%p < 0,01, ¥¥p < 0,001. E2/SF/24h NORMOX gegeniiber E2/24h
NORMOX: *p < 0,05, “+p < 0,001. E2/SF/OGD + REOX gegeniiber E2/0GD + REOX: ##p < 0,001.
E2/0GD + REOX gegeniiber E2/24h NORMOX: "“*p < 0,001. Die Signifikanzniveaus der E2-freien
Proben (rot gefirbt) wurden in Kap. 3.2.3/Tab. 14 dargestellt. Findet sich der Ubersichtlichkeit halber keine

Kennzeichnung der statistischen Beziehung, ist dies als nicht signifikanter Unterschied zu verstehen.

K/ SF/ E2/ E2/SF/ K/ SF/ E2/ E2/SF/
24h 24h 24h 24h OGD + OGD + oGD + OGD +
NORMOX | NORMOX | NORMOX | NORMOX | REOX REOX REOX REOX
0,25 0,20 0,33 0,34
0,84 0,87 0,97
Cldn-5 1 + 0,05 + 0,04 + 0,06 +0,08
+ 0,04 +0,03 +0,07
e HRH §88 #ith
0,08 Q61 0,1 1,35 0,32 1,3 0,28
Ocln 1 +0,01 ' +0,02 +0,07 +0,06 +0,1 + 0,06
+0,04
*kosk Hpp sk §§8 %%% HiH
0,15 0,09 0,24 0,26
0,95 1,12 1,1
70-1 1 + 0,05 +0,03 + 0,08 +0,08
+0,03 + 0,04 " + 0,04
Rk o §§§ iy
0,46 0,47 0,32 0,55
0,96 1,05 1,02
VE-Cad. 1 + 0,05 + 0,05 + 0,01 + 0,09
+0,02 +0,03 " +0,02
Rk o §§§ iy
0,19 068 0,2 1,32 0,05 1,35 0,23
Itgal 1 + 0,05 ’ + 0,05 +0,07 + 0,01 + 0,09 +0,08
+0,02 )
o o . §§§ %%% izl
1,82 1,74
0,98 1,01 1,51 1,03 1,58
ItgaV 1 +0,3 +0,21
» +0,03 + 0,04 +0,12 +0,07 +0,2
u
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In Tab. 18 sind die Ergebnisse nach 24h NORMOX sowie Reoxygenierung aufgefiihrt.
Ohne E2 wurde die Expression fast aller Zielgene durch die SF-Applikation bei 24h
NORMOX signifikant reduziert. Das mRNA-Level von Integrin-aV prisentierte ein
gegenldufiges Verhalten (vgl. Kap. 3.2.3). Unter E2 Behandlung zeigten sich analoge
Trends. Die Genexpression aller Junktionsproteine sowie von Integrin-al wurde
malgeblich verringert: von Claudin-5 auf das 0,20 + 0,04-fache (vs. 0,84 + 0,04-fach
E2/24h NORMOX), von Occludin auf das 0,1 + 0,02-fache (vs. 0,94 + 0,04-fach E2/24h
NORMOX), von ZO-1 auf das 0,09 = 0,03-fache (vs. 0,95 £ 0,03-fach E2/24h
NORMOX), von VE-Cadherin auf das 0,47 + 0,05-fache (vs. 0,96 + 0,02-fach E2/24h
NORMOX) sowie von Integrin-al auf das 0,2 + 0,05-fache (vs. 0,98 = 0,02-fach E2/24h
NORMOX). Die Integrin-aV-Expression wurde entgegengesetzt auf das 1,74 + 0,21-
fache (vs. 0,98 &+ 0,03-fach E2/24h NORMOX) induziert. Nach Reoxygenierung wurde
in der E2-freien Versuchsgruppe ein relevanter SF-Effekt, im Sinne einer Reduktion der
Genexpression verglichen mit der alleinigen Reoxygenierung, auf alle Junktionsproteine
sowie Integrin-al beobachtet. Integrin-aV wurde nicht signifikant alteriert (vgl. Kap.
3.2.3). In Anwesenheit von E2 waren die Ergebnisse deckungsgleich: Das mRNA-Level
von Claudin-5 sank auf das 0,34 + 0,08-fache (vs. 0,97 = 0,07-fach E2/0OGD + REOX),
von Occludin auf das 0,28 + 0,06-fache (vs. 1,3 £ 0,1-fach E2/0OGD + REOX), von ZO-
1 auf das 0,26 + 0,08-fache (vs. 1,1 £ 0,04-fach E2/0OGD + REOX), von VE-Cadherin
auf das 0,55 + 0,09-fache (vs. 1,02 £+ 0,02-fach E2/OGD + REOX) sowie von Integrin-
al auf das 0,23 £ 0,08-fache (vs. 1,35 £ 0,09-fach E2/OGD + REOX). Die signifikante
Induktion der Integrin-aV-Expression wurde nicht gezeigt. Innerhalb der E2-freien
Versuchsgruppe stiegen die mRNA-Levels von Occludin sowie Integrin-al nach
Reoxygenierung verglichen mit 24h NORMOX an. Dieser Effekt wurde nur in
Abwesenheit von SF beobachtet. Die Expression der iibrigen Junktionsproteine sowie
von Integrin-aV wurde nicht alteriert (vgl. Kap. 3.2.3). Bei simultaner E2-Behandlung
zeigten sich analoge Ergebnisse: OGD + REOX fiihrte zu einem Anstieg der
Genexpression von Occludin auf das 1,3 + 0,1-fache (vs. 0,94 = 0,04-fach E2/24h
NORMOX) sowie von Integrin-al auf das 1,35 £ 0,09-fache (vs. 0,98 £ 0,02-fach E2/24h
NORMOX). Bei SF-Applikation konnte dies nicht beobachtet werden. Die mRNA-
Levels von Claudin-5, ZO-1, VE-Cadherin sowie Integrin-aV waren nach OGD + REOX
sowohl mit SF als auch ohne diese, im Vergleich zu 24h NORMOX nicht mafBigeblich
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verdndert. Signifikante Unterschiede zwischen den korrespondierenden Proben der mit

E2 behandelten sowie der E2-freien Versuchsgruppe wurden nicht gezeigt (s. Tab. 18).
3.4 Ergebnis-Ubersichten der untersuchten Protein- und Genexpression

Im Folgenden sind alle Ergebnisse der in dieser Arbeit untersuchten Protein- sowie

Genexpression schematisch aufbereitet.

Tabelle 19: Ubersicht Proteinexpression nach separater Applikation von Katecholaminen und

Entgiindungsmediatoren bei Normoxie

Ubersicht der Proteinexpression basierend auf Abb. 10/11/16/17. cEND-Zellen wurden 24 Stunden bei
Normoxie (24h NORMOX) mit Katecholaminen (KAT) oder Entziindungsmediatoren (INF) behandelt,
wobei dies parallel unter Ostrogen-Applikation (E2) erfolgte. Horizontal sind die Zielproteine Claudin-5
(Cldn-5), Occludin (Ocln), Zonula-Occludens-Protein-1 (ZO-1) sowie VE-Cadherin (VE-Cad.)
aufgetragen, links vertikal die Inkubationsbedingung 24h NORMOX sowie die applizierten
Substanzen/Kontrollen (K). Ist in der Zelle einer Probe eine weitere Probe notiert, so kennzeichnet dies den
signifikanten Unterschied des relativen Proteingehalts zu eben dieser. Reduzierte Proteinlevels sind mit (-

) markiert. Das Fehlen signifikanter Alterationen wurde mit (=) gekennzeichnet.
. Joams Jom lzo1 |VEcw.
K - = - =

KAT - - - K/i24h NORMOX -

24h NORMOX

2 - - - -

E2/KAT - - E2/24h NORMOX - E2/24h NORMOX - E2/24h NORMOX

K - - - -
INF B = = &

2 - - - -

24h NORMOX

E2/INF = z - =

Tabelle 20: Ubersicht Genexpression nach separater Applikation von Katecholaminen und

Entgiindungsmediatoren bei Normoxie

Ubersicht der Genexpression basierend auf Tab. 12/15/16. cEND-Zellen wurden 24 Stunden bei Normoxie
(24h NORMOX) mit Katecholaminen (KAT) oder Entziindungsmediatoren (INF) behandelt, wobei dies
parallel unter Ostrogen-Applikation (E2) erfolgte. Horizontal sind die Zielgene Claudin-5 (Cldn-5),
Occludin  (Ocln), Zonula-Occludens-Protein-1  (ZO-1), VE-Cadherin (VE-Cad.) sowie die
Integrinuntereinheiten al (Itgal) und aV (ItgaV) aufgetragen, links vertikal die Inkubationsbedingung 24h
NORMOX sowie die applizierten Substanzen/Kontrollen (K). Ist in der Zelle einer Probe eine weitere

Probe notiert, so kennzeichnet dies den signifikanten Unterschied der Genexpression zu eben dieser.
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Supprimierte Genexpressionen wurde mit (-) markiert, induzierte hingegen mit (+). Das Fehlen

signifikanter Alterationen wurde mit (=) gekennzeichnet.

KAT - - - K/24h NORMOX
24h NORMOX 793 -
E2/KAT - E2/24h NORMOX
K -
INF -
24h NORMOX E2 -

E2/INF -

Tabelle 21: Ubersicht Proteinexpression nach

Inkubationsbedingungen

---K24h NORMOX -

--=-E224h NORMOX -

Applikation

- = K/24h NORMOX

== E2/24h NORMOX

- - K/24h NORMOX

- = E2/24h NORMOX

=== K/24h NORMOX

- == E2/24h NORMOX

- - K24h NORMOX -

- = E2/24h NORMOX -

--K/24h NORMOX  + K/24h NORMOX

--E2/24h NORMOX  + E2/24h NORMOX

+ + K/24h NORMOX

++ E2/24h NORMOX

von Stressfaktoren bei variablen

Ubersicht der Proteinexpression basierend auf Abb. 13/14/20/21. cEND-Zellen wurden vier Stunden bei
Normoxie (4h NORMOX) oder Sauerstoff-Glucose-Entzug (OGD), 24 Stunden bei Normoxie (24h
NORMOX) sowie bei OGD mit 20 Stunden Reoxygenierung (OGD + REOX) mit Stressfaktoren (SF)

behandelt, wobei dies parallel unter Ostrogen-Applikation (E2) erfolgte. Horizontal sind die Zielproteine
Claudin-5 (Cldn-5), Occludin (Ocln), Zonula-Occludens-Protein-1 (ZO-1) sowie VE-Cadherin (VE-Cad.)
aufgetragen, links vertikal die Inkubationsbedingung sowie die applizierten Substanzen/Kontrollen (K). Ist

in der Zelle einer Probe eine weitere Probe notiert, so kennzeichnet dies den signifikanten Unterschied zu

eben dieser. Reduzierte Proteinlevels wurden mit (-) markiert, gesteigerte hingegen mit (+). Das Fehlen

signifikanter Altertaionen wurde mit (=) gekennzeichnet.

E2 =
E2/SF -

SF -
E2 =
E2/SF G

SF -

E2 -
E2/SF -
K -
SF - K/OGD + REOX

OGD + REOX

E2/SF -

-

- K/4h NORMOX
-
-

- - - K/24h NORMOX  ---

+ + SF/24h NORMOX - -

- E2/OGD + REOX

- - - E2/SF/OGD
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K/24h NORMOX

K/OGD + REOX

- - E2/OGD + REOX

- - E2/SF/OGD

| | Jams __Joam _____lzo1 _____IvEcCa
= : = : 2

-
- - - K/4h NORMOX
-

--- K/i24h NORMOX

-
+ + + K/IOGD

--K/OGD + REOX

---E2/OGD + REOX



Tabelle 22: Ubersicht Genexpression nach Applikation von Stressfaktoren bei variablen

Inkubationsbedingungen

Ubersicht der Genexpression basierend auf Tab. 13/14/17/18. cEND-Zellen wurden vier Stunden bei
Normoxie (4h NORMOX) oder Sauerstoff-Glucose-Entzug (OGD), 24 Stunden bei Normoxie (24h
NORMOX) sowie bei OGD mit 20 Stunden Reoxygenierung (OGD + REOX) mit Stressfaktoren (SF)
behandelt, wobei dies parallel unter Ostrogen-Applikation (E2) erfolgte. Horizontal sind die Zielproteine
Claudin-5 (Cldn-5), Occludin (Ocln), Zonula-Occludens-Protein-1 (ZO-1), VE-Cadherin (VE-Cad.) sowie
die Integrinuntereinheiten al (Itgal) und aV (ItgaV) aufgetragen, links vertikal die Inkubationsbedingung
sowie die applizierten Substanzen/Kontrollen (K). Ist in der Zelle einer Probe eine weitere Probe notiert,
so kennzeichnet dies den signifikanten Unterschied zu eben dieser. Reduzierte Genexpressionen wurden

mit (-) markiert, induzierte hingegen mit (+). Das Fehlen signifikanter Alterationen wurde mit (=)

gekennzeichnet.

4h NORMOX

- = - K/4h NORMOX
- SF/4h NORMOX

- - - K/24h NORMOX

24h NORMOX

-
- == E2/24h NORMOX

+K/OGD
---K/OGD +REOX
OGD + REOX

+ E2/0GD

---E2/0GD + REOX

- - - K/4h NORMOX - - - K/4h NORMOX
-=--E2/4h NORMOX  ---E24h NORMOX
=== K/4h NORMOX - K/4h NORMOX

- K/OGD -- KIOGD

- == E2/4h NORMOX -

---K/24h NORMOX  ---K/24h NORMOX

---E2/24h NORMOX  ---E224h NORMOX

++ + K/OGD ++ + K/OGD

+ + + K/24h NORMOX

---K/OGD + REOX  ---K/OGD +REOX

++ + E2/0GD ++ + E2/OGD

+ + + E2/24h NORMOX

---E2/OGD + REOX ---E2/OGD + REOX
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++ + K/4h NORMOX
---K/OGD

+ SF/4h NORMOX
+ + + E2/4h NORMOX

- E2/0GD

+ E2/SF/4h NORMOX

- - - K/24h NORMOX

- -~ E2/24h NORMOX

---K/OGD

---K/OGD + REOX

---SF/OGD
-- E2/0GD

---E2/0GD + REOX

--- E2/SFIOGD

| | _laans o _____lzo1 ______lvEcw. oot iy
= = = = = = =

- == K/4h NORMOX + K/4h NORMOX

- - E2/4h NORMOX -
- + K/4h NORMOX
= + E2/SF/4h NORMOX

---K/24h NORMOX  + + K/24h NORMOX

---E2/24h NORMOX + E2/24h NORMOX

++ + K/OGD - K/OGD

+ + K/24h NORMOX

---K/OGD + REOX  ---SFOGD

- - SF/IOGD
+ + E2/0GD -

+ + + E2/24h NORMOX

---E2/0GD + REOX ---E2SFIOGD



4 Diskussion

4.1 Verwendetes in vitro Modell

Das zeitgleiche Auftreten von ischdmischem Schlaganfall und TTS ist ein liber die Hirn-
Herz-Achse gekoppeltes Krankheitsgeschehen (70). Der BHS kommt dabei eine zentrale
Rolle zu. Dies ergibt sich aus ihrer anatomischen Lokalisation sowie der (patho-)
physiologischen Sonderstellung im menschlichen Korper (vgl. Kap. 1.1). Aus diesem
Grund ist die Untersuchung der BHS-Integritét im Kontext der beschriebenen klinischen

Konstellation bedeutsam.

Das verwendete in vitro Modell der BHS bestand aus einer immortalisierten Monokultur
muriner Endothelzellen des Zerebrums. Es wurde gewdhlt, da es sich um eine
weitreichend erforschte Zelllinie handelt, welche alle untersuchten Junktionsproteine
sowie Integrinuntereinheiten exprimiert (29, 30, 86, 89). Daneben wurde die cEND-
Zelllinie bereits unter OGD-Bedingungen sowie nach Reoxygenierung untersucht (20,
35, 36, 95). Ferner wurde experimentell die Expression von Ostrogen-Rezeptoren gezeigt
(88). Aus diesem Grund konnten die Versuche unter der Annahme durchgefiihrt werden,
dass eine Perzeptivitit der Zellen gegeniiber Ostrogen gegeben ist sowie mdgliche
Effekte der wverschiedenen Inkubationsbedingungen apparent werden wiirden.
Grundsatzlich handelt es sich bei der cEND-Zelllinie um ein in vitro Modell der BHS, in
welchem lediglich das zerebrale Endothel vertreten ist. Die iibrigen Komponenten wie
Astrozyten und Perizyten fehlen. Es wird somit nur ein Teil der sog. Neurovaskuldren
Einheit abgebildet, welche per definitionem unter anderem Endothelzellen, Perizyten,
Astrozyten sowie Neuronen umfasst (1, 11). Sowohl Perizyten als auch Astrozyten tragen
mallgeblich zur Aufrechterhaltung der BHS-Integritdt bei (2, 5). Bei Cokultur der
cerebelliren murinen Endothelzelllinie cerebEND mit Astrozyten préisentierte sich
sowohl eine verdnderte Permeabilitdt der Barriere nach OGD als auch eine modifizierte
Genexpression von Tight junction-Proteinen. Es sei betont, dass in Abwesenheit von
Astrozyten iiberwiegend analoge Tendenzen der untersuchten Parameter detektiert
wurden, diese aber in ihrer Intensitdt unter Astrozyten-Einfluss deutlich zunahmen (95).
Die Behandlung von cEND-Zellen mit dem Kulturmedium einer Astrozyten-Zelllinie,
welches durch Astrozyten sekretierte Faktoren enthielt, fiihrte zu signifikant erh6hten

Calciumlevels nach OGD. Dies wurde als Marker einer schidigenden Alteration
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angesehen (35). Ferner wurde in einem in vitro Modell humaner Hirnendothelzellen
gezeigt, dass die simultane Kultivierung mit Astrozyten sowie Perizyten die TER des
Zellmonolayers maf3geblich steigerte (103). Insgesamt scheinen zerebrale Endothelzellen
beziiglich ihres zelluldren Phénotyps auf das in vivo herrschende Mikromilieu innerhalb
der neurovaskuldren Einheit angewiesen zu sein (104). In dieser Arbeit wurde ein erstes
in vitro Modell der Konstellation aus der Exposition gegeniiber Katecholaminen und
Entziindungsmediatoren kombiniert mit einem Sauerstoff-Glucose-Entzug etabliert. Als
Basis hierfiir bot sich die cEND-Zelllinie an, da diese als Monokultur bereits hinreichend
erforscht wurde. Weiter ermoglichten die etablierten Protokolle zur Kultivierung eine
sichere Bereitstellung ausreichender Zellmengen, um die Bandbreite der
Versuchskonstellationen realisieren zu konnen. Zukiinftig konnten weitere Experimente
mit Cokulturen die gewonnenen Erkenntnisse erweitern und zeigen, inwiefern die

Ergebnisse mit weiteren Zellen der neurovaskuldren Einheit reproduzierbar sind.

Fiir diese Arbeit wurde in vitro eine Pathologie der Humanmedizin an einer
Endothelzelllinie murinen Ursprungs simuliert (86). Dass sich zum menschlichen Korper
analoge, pathophysiologische Vorgénge im Tierversuch finden, wurde mehrfach gezeigt
(63, 64, 77). Als klare Limitation des verwendeten in vitro Modells ergibt sich die
Isolation aus dem Kontext des gesamten Organismus und somit beispielsweise eine
ausbleibende Interaktion mit dem Immunsystem (105). cEND-Zellen weisen endotheliale
Marker der BHS sowie morphologische Eigenschaften primdrer Hirnendothelzellen auf
(87). Somit konnte die Zelllinie verwendet werden, um zunéchst spezifisch Morphologie,
Zell-Zell-Verbindungen und Integrinuntereinheiten zu untersuchen. Generell eignen sich
in vitro Modelle eines ischdmischen Schlaganfalls, um molekulare Erkenntnisse zu
gewinnen (105). Im weiteren Verlauf konnten die Durchfiihrung der Experimente an
humanen Endothelzellen sowie analoge Versuchsprotokolle in vivo weiteren Aufschluss

geben.

Bei den gewidhlten Analysemethoden Immunfluoreszenzfarbung, Western Blot und real
time RT-PCR handelt es sich um Instrumente zur Deskription des ,,Ist-Zustands* der
Zielstrukturen. Es konnten nur indirekt Riickschliisse auf die tatsdchlichen Barriere-
Eigenschaften des Modells gezogen werden, basierend auf der etablierten Annahme, dass
die gewdhlten Targets integrale Bestandteile zur Aufrechterhaltung der BHS darstellen.
Die Untersuchung des TER (29, 30) oder Zytotoxizitdts-Tests (MTT-Tests) (106) stellen
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beispielhaft weitere Methoden dar, um die Kenntnisse moglicher Alterationen des

verwendeten Modells im Rahmen der durchgefiihrten Versuchen zukiinftig zu erweitern.
4.2 Katecholamine und Entziindungsmediatoren bei Normoxie

Das als Grundlage der in vitro Experimente betrachtete Patient:innenkollektiv zeigte
laborchemisch elevierte Entziindungsmarker sowie erhohte Plasma-Katecholaminspiegel
(47,72, 73). Klinische Publikationen legten des Weiteren ein schlechteres neurologisches
Outcome als nach solitdrem ischdmischem Insult dar (70, 73). Auf Basis der Integration
der BHS als wichtige Komponente in die Hirn-Herz-Achse wurde die Hypothese
aufgestellt, dass essentielle Alterationen der BHS im Rahmen des erlduterten

Krankheitsgeschehens stattfinden konnten.

In dieser Arbeit wurden drei mogliche Sdulen einer BHS-Schiadigung bei kombiniertem
ischdmischem Insult und TKM betrachtet: Katecholamine/Entziindungsmediatoren,
Sauerstoff-Glucose-Entzug sowie das Fehlen beziehungsweise systemisch reduzierte,
weibliche Sexualhormone. Stufenweise erfolgte die in vitro-Exposition beginnend bei der
Behandlung mit Katecholaminen/Entziindungsmediatoren, iiber den additiven
Sauerstoff-Glucose-Entzug bis hin zu einer parallelen Ostrogen-Applikation. Die
zunichst getrennte/teilweise kombinierte Behandlung diente der gezielten Evaluation
einzelner Zielstrukturen. So konnte ein umfassendes Bild molekularer Veranderungen
nach getrennter sowie kombinierter Exposition gegeniiber der einzelnen Noxen
gezeichnet werden. Dies wurde als wichtiger Ansatz erachtet, da so ein umfassenderes
Verstindnis des pathophysiologischen Prozesses sowie ein moglicher Grundstein
zukiinftiger therapeutischer Strategien geschaffen werden konnte. Ein resultierendes
Therapiekonzept wiare zum Beispiel die Anwendung spezifischer AntikOrper gegen
einzelne Faktoren zur Reduktion des Schiadigungsausmalles. Dies konnte zunédchst an
dem vorliegenden in vitro Modell erforscht werden und wiirde dieses somit zur
Erprobung eines mdglichen Therapieansatzes nutzbar machen. Generell ist anzumerken,
dass die Simulation der Entziindung sowie des Katecholaminsturms, im Vergleich zu der
realen Situation im menschlichen Ko&rper, nur vereinfacht imitiert werden konnte.
Unabhédngig von der Versuchskonstellation, erfolgte stets eine abrupt beginnende
Exposition, gefolgt von einem linearen Verlauf der Konzentrationen bis zum Ende des

untersuchten Zeitintervalls. Dies entsprach nicht der (patho-)physiologischen Realitit in
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vivo. Die Kinetik ist vielmehr ein dynamischer Vorgang: Es kommt durchaus, getriggert
durch physischen oder psychischen Stress, zum plotzlichen Katecholaminanstieg im Blut
(107), womit dieser Aspekt in vitro realitdtsdhnlich abgebildet wurde. Allerdings werden
Katecholamine unter anderem ziigig durch die Enzyme Katechol-O-Methyltransferase
sowie die Monoaminooxidase biochemisch inaktiviert und in weiteren Schritten abgebaut
(108). Hieraus resultiert eine kurze Plasma-Halbwertszeit von wenigen Minuten (109).
Des Weiteren konnen beispielsweise Temperaturschwankungen oder verrichtete
korperliche Arbeit die Ausschiittung situativ beeinflussen (110). In logischer Konsequenz
wire kein derart stabiles Konzentrations-Plateau im menschlichen Korper vorhanden, wie
in den Versuchsaufbauten. Bei anhaltendem Stress wiirde im Mittel zwar ein stetig
erhohtes Katecholaminniveau erreicht werden, allerdings wire auf Grund der
beschriebenen Faktoren eine Undulation annehmbar. Beziiglich der in vitro verwendeten
Konzentrationen sei Folgendes bemerkt: In Ruhephasen liegt die Plasmakonzentration
von Adrenalin im menschlichen Organismus bei circa 0,05 ng/ml sowie von Noradrenalin
bei circa 0,2 ng/ml (111). Die Plasmakonzentration von Dopamin wird als dquivalent zu
eben dieser von Adrenalin angenommen (109, 112). Eine Aktivierung auf physischer oder
psychischer Ebene, sowohl situativ als auch durch zu Grunde liegende Pathologien,
steigert die Plasma-Katecholaminlevels beziehungsweise die Quantitit deren
Metaboliten um ein Vielfaches (107, 109, 113-115). Fiir die durchgefiihrten Versuche
wurden zur Simulation eines Katecholaminsturms deshalb supraphysiologische
Konzentrationen verwendet, welche in ihrem relativen Verhéltnis zueinander allerdings
nicht der biologischen Realitdt entsprachen (vgl. Kap. 2.2.2). Zur Etablierung eines ersten
Modells der untersuchten pathologischen Konstellation, wurde auf bereits fiir in vitro
Studien verwendete Katecholaminkonzentrationen zuriickgegriffen (69, 91). Dies
erleichterte die primire Untersuchung der Effekte auf die Barriere-Eigenschaften von
cEND. Eine systematische Konzentrations- sowie Zeitreihe der Katecholaminbehandlung
wire zukiinftig sinnvoll, um mdgliche Unterschiede der Effekte auf die untersuchten

Zielstrukturen zu evaluieren.

Als Korrelat der Entziindung wurde in vitro ein ,,Zytokinsturm* simuliert, wobei die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a sowie Interleukin-6 appliziert wurden (116). Die
verwendete Konzentration von TNF-o wurde publizierten in vitro Experimenten entlehnt

(29). Eine Entziindung, sowohl im Rahmen einer Neuroinflammation als auch als
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systemisches Geschehen, ist ein facettenreiches System, in welchem zahlreiche
Komponenten interagieren. Der Ausloser kann sowohl endogen als auch exogen sein
(117). Generell wird die inflammatorische Kaskade durch einen Trigger angestof3en, vom
Organismus prozessiert und miindet schlieBlich iiber Mediatoren in einer Immunantwort
(118). Insgesamt handelt es sich um ein komplexes Zusammenspiel aus Immunzellen,
humoralen Faktoren, wie Zytokinen und Chemokinen, und einer lokalen, beispielsweise
des Endothels, sowie systemischen Reaktion (117, 119). In vitro wurde in dieser Arbeit
somit lediglich ein Teilaspekt (Zytokine) einer Entziindung abgebildet. Dennoch eignete
sich dieser aus verschiedenen Griinden zu einer validen Simulation der dem Modell zu
Grunde liegenden pathologischen Konstellation: Das klinisch  untersuchte
Patient:innenkollektiv zeigte elevierte Entziindungsmarker, unter anderem ein erhohtes
hs-CRP (hoch-sensitives C-reaktives Protein) (73). Da Interleukin-6 die hepatische
Liberation von C-reaktivem Protein induziert (119), war dieses somit ein geeignetes
proinflammatorisches Zytokin. Des Weiteren wurden bei TTS-Patient:innen
laborchemisch erh6hte Interleukin-6-Werte publiziert (49). Insgesamt ist die systemische
Wirksamkeit von TNF-a sowie Interleukin-6 bei ausreichender Konzentration
beschrieben und das Endothel als mogliche Effektor-Struktur bekannt (117, 118). Ferner
bilden diese Zytokine eine plausible Quervernetzung der untersuchten Aspekte
,Katecholaminsturm* und ,,Entziindung®, da die adrenerge Stimulation der Sekretion von

TNF-a und Interleukin-6 angenommen werden kann (vgl. Kap. 1.2.1) (67, 69).

Bei getrennter Applikation von KAT sowie INF iiber 24 Stunden bei Normoxie konnte
morphologisch eine Schiadigung des cEND-Zellmonolayers beobachtet werden (vgl. Kap.
3.1.1). Der KAT-Effekt war deutlicher, im Sinne einer weitreichenderen Zerstérung des
Monolayers, ausgepragt. Auf Proteinebene wurde ZO-1 durch KAT signifikant reduziert,
die iibrigen Zielproteine wurden weder durch KAT noch durch INF alteriert (vgl. Kap.
3.1.2). Die mRNA-Levels von ZO-1 sowie VE-Cadherin wurden durch KAT und INF
malgeblich verringert. Die Genexpression von Claudin-5 sowie Integrin-al wurde nur
durch KAT signifikant supprimiert, wobei eben diese von Occludin lediglich durch INF
reduziert wurde. Integrin-aV wurde auf mRNA-Ebene gleichsam von KAT sowie INF
induziert (vgl. Kap. 3.1.3). Insgesamt unterscheiden sich KAT und INF in ihren Effekten
auf cEND: Nach KAT-Applikation ergab sich eine gegenldufige Imbalance der

evaluierten a-Integrine, welche durch INF nicht gezeigt werden konnte. Sowohl auf Gen-
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als auch auf Proteinebene wurden unterschiedliche molekulare Zielstrukturen an cEND-

Zellen identifiziert.

Bei regelrechter Integritdt konnen Katecholamine die BHS nicht passieren (108). Unter
der Pramisse, dass erhohte Katecholaminlevels die Durchladssigkeit der BHS steigern,
wiirde das ZNS ungeschiitzt mit diesen in Kontakt kommen. Die Toxizitdt von Adrenalin,
Noradrenalin sowie Dopamin beziehungsweise deren Metaboliten auf Neuroglia und
neuronales Gewebe wurde bereits mehrfach gezeigt (120-122). Somit ergibt sich die
Annahme, dass sich Katecholamine durch die beschriebenen Alterationen der Zell-Zell-
Kontakte der BHS einen Weg in das ZNS bahnen konnten, wo weitere schddigende

Effekte dieser zu erwarten waren.

Eine herabgesetzte Proteinexpression von Claudin-5 und Occludin, die reduzierte
Genexpression von Occludin und Integrin-al sowie eine Induktion der Genexpression
von Integrin-aV nach der in vitro Behandlung von cEND mit TNF-a (10 nM) wurde
publiziert (29, 30). Dies konnte nur in Teilen reproduziert werden: Es wurde lediglich die
supprimierte Genexpression von Occludin sowie die Induktion eben dieser von Integrin-
aV gezeigt. Mogliche zu Grunde liegende Faktoren sind die differierenden Einwirkzeiten
von TNF-a {iber fiinf (29) beziehungsweise acht (30) Stunden gegeniiber 24 Stunden in
dieser Arbeit. Es kann die Hypothese einer Zeitabhingigkeit des TNF-a-Effekts
aufgestellt werden, wobei eine Schiadigung nach einem kiirzerem Zeitintervall apparent
werden wiirde, allerdings im Verlauf kompensiert wiirde. Hier konnte eine Untersuchung
mehrerer Zeitintervalle der TNF-a-Applikation Aufschluss geben. Des Weiteren erfolgte
die Serum-Reduktion vor der Behandlung von cEND fiir die vorliegenden Versuche iiber
24 Stunden im Gegensatz zu einer Inkubation iiber drei Tage (29, 30). Forster et al.
zeigten bereits alterierte Barriere-Eigenschaften von cEND, im Speziellen verdnderte
TER-Werte, bei unterschiedlichen Intervallen der Serum-Reduktion (86). Inwiefern die
Dauer der vorangehenden Serum-Reduktion die Perzeptivitit der untersuchten
Zielstrukturen gegeniiber TNF-a beeinflusst, miisste in weiteren Experimenten evaluiert
werden. In vitro wurde bereits gezeigt, dass Interleukin-6 liber 24 Stunden appliziert, die
Gen- sowie Proteinexpression von Claudin-5, Occludin und VE-Cadherin von cEND-
Zellen signifikant reduzierte (34). Hier wurde ein Vielfaches der Interleukin-6-

Konzentration verwendet, verglichen mit derer fiir die Experimente dieser Arbeit. Eine
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Konzentrationsreihe konnte zeigen, ab welcher Konzentration Effekte eintreten und

inwiefern sich diese unterscheiden.

Die simultane Behandlung mit KAT und INF im Sinne einer SF-Applikation bei
Normoxie wurde iiber vier sowie 24 Stunden durchgefiihrt. Hier zeigte sich in den
durchgefiihrten Immunfluoreszenzfarbungen (vgl. Kap. 3.2.1) eine deutliche
Zeitabhingigkeit der SF-Effekte: nach vier Stunden konnte eine Auflockerung des
Zellmonolayers detektiert werden, wohingegen nach 24 Stunden eine Auflésung in eine
netzartige Zellformation zu beobachten war. Die zeitgebundene Komponente der SF-
Effekte spiegelte sich auch in der Protein- sowie Genexpression wider: Nach vier Stunden
konnten keine Alterationen detektiert werden. Nach 24 Stunden waren die Proteinlevels
von Occludin, ZO-1 sowie VE-Cadherin signifikant reduziert. Nach 24 Stunden
Normoxie wurde durch KAT lediglich das Proteinlevel von ZO-1 supprimiert, wobei INF
keine signifikanten Effekte hatten. Das Zusammenspiel aus Katecholaminsturm und
Entziindung scheint die BHS in vitro somit stiarker zu kompromittieren als das isolierte
Auftreten. Auf mRNA-Ebene wurden nach vier Stunden Occludin und ZO-1 durch SF
verringert, wohingegen nach 24-stiindigem Intervall alle Junktionsproteine signifikant
supprimiert wurden. Die untersuchten Integrinuntereinheiten waren nach SF-Applikation
beziiglich ihrer Genexpression nicht zeitgebunden. Nach beiden Intervallen wurde
Integrin-al supprimiert, wobei Integrin-aV induziert wurde. Hier zeigte sich, ebenfalls

wie nach solitdrer KAT-Applikation, eine gegenldufige Imbalance der a-Integrine.

Es ist ersichtlich, dass die Kombination aus KAT und INF, verglichen mit der getrennten
Behandlung, ausgeprigtere Effekte auf die Expression der untersuchten
Junktionsproteine  sowie Integrinuntereinheiten hatte. Ein  weitreichenderes
Schadigungsausmall des BHS-Endothels bei simultan erhohten Katecholaminspiegeln
sowie Entziindungsparametern erscheint plausibel. Insgesamt sprechen die generierten
Ergebnisse dafiir, dass eine Schddigung der BHS durch Katecholamine sowie
Entziindungsmediatoren bei Normoxie stattfinden kann. Die fiir die Integritit der Barriere
unabdinglichen Junktionsproteine (1, 11, 123) wurden sowohl auf Protein- als auch auf
Genexpressionsebene kompromittiert. Dies zeigte sich auch in den korrespondierenden
Immunfluoreszenzfarbungen. Werden die Zell-Zell-Verbindungen der Endothelzellen
der zerebralen Mikrozirkulation gestort, resultiert ein unselektives Eintreten potentiell

neurotoxischer Substanzen sowie weiterer im Blut geloster Komponenten. So kénnen
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bereits bestehende Pathologien wie zum Beispiel Gewebeschidden eines ischdmischen
Insults aggraviert werden (13, 26, 124). Die Untersuchung der Integrinuntereinheiten ol
und oV bildete eine mogliche verdnderte Interaktion der Endothelzellen mit der
Extrazelluldarmatrix beziehungsweise dem diese umgebenden Mikromilieu ab. Integrine
sind elementare Bestandteile der regelrechten Physiologie des ZNS, so war das Fehlen
von Integrin-aV im Tierexperiment nicht mit dem Leben vereinbar, wobei die Individuen
meist an einer zerebralen Blutung verstarben (125, 126). In humanem Lungengewebe
wurde im Rahmen einer Sepsis die gesteigerte Expression des Heterodimers Integrin-
aVB3 detektiert (127). Des Weiteren wurde an humanen Gewebeproben gezeigt, dass
entzlindlich aktive Herde einer Multiplen Sklerose ebenfalls verstirkt Integrin-aV
exprimierten (128). Integrin-al bildet einen integralen Bestandteil der stabilen
Konnektion von Endothel und der extrazelluldren Matrix (9). Somit kann Integrin-al als
Komponente der regelrechten BHS-Architektur angesehen werden. Die gezeigte
gegenldufige Genexpression der untersuchten Integrinuntereinheiten nach KAT- sowie
SF-Applikation kann wie folgt interpretiert werden: Die Induktion von Integrin-aV kann
als Korrelat einer entziindlichen Aktivierung des Endothels angesehen werden. Die
Suppression von Integrin-al kann hingegen als Einschrankung der endothelialen
Vernetzung mit der Extrazellulirmatrix gewertet werden. Dies wiirde sich in logischer
Konsequenz negativ auf die Integritidt der BHS sowie die zentralnervose Homdostase in

vivo auswirken.

Insgesamt sind zukiinftig weitere Experimente notwendig, um das in dieser Arbeit
vorgestellte Modell der in vitro SF-Applikation zu verfeinern. Ein Fokus sollte auf
Verdiinnungs- sowie Zeitreihen liegen. So konnte eine mdgliche Kinetik der
Verdanderungen der gewihlten Zielstrukturen im Kontext verschiedener Zeitintervalle

sowie Konzentrationen der applizierten Substanzen hinreichend evaluiert werden.
4.3 Sauerstoff-Glucose-Entzug und Reoxygenierung

Nach Untersuchung der Effekte von KAT und INF auf cEND-Zellen bei Normoxie,
erfolgte die Integration des Sauerstoff-Glucose-Entzugs in das in vitro-Modell. Es wurde
die Konfrontation der BHS mit den Noxen wihrend einer zerebralen Ischdmie simuliert.
Wie in Kap. 1.3 erldutert, wurde die Hypothese aufgestellt, dass das gebiindelte

Einwirken der SF kombiniert mit einem Sauerstoff-Glucose-Entzug in einer
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weitreichenderen Schiddigung der BHS resultieren konnte (70, 73). Da eine
Reperfusionstherapie, nach Ausschluss von Kontraindikationen, den aktuellen
Goldstandard in der Akutbehandlung eines ischdmischen Schlaganfalls darstellt (18),
wurde diese ebenfalls in vitro nachgebildet. Hier wurden die Strukturelemente der BHS
nach erneuter Bereitstellung von Sauerstoff sowie Glucose untersucht. Da es sich bei
einem ischdmischen Schlaganfall um die plétzliche Okklusion einer zerebralen Arterie
handelt (15, 18), wurde der abrupte Beginn des Sauerstoff-Glucose-Entzugs im Rahmen
des OGD-Versuchs realititsnah abgebildet (vgl. Kap. 2.2.3). Bei der anschlieBend
simulierten Reperfusion wurde erneut ziigig Sauerstoff und Glucose bereitgestellt. Dies
entsprach der Realitdt bei mechanischer Rekanalisation (18), bei systemischer
Thrombolyse mittels appliziertem Gewebeplasminogenaktivator liegt tendenziell eine
dynamischere Wiederherstellung der Perfusion vor (129). Gemal3 der aktuellen Leitlinie
der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie, wird ab Symptombeginn einer zerebralen
Ischimie ein Zeitfenster von viereinhalb Stunden fiir die systemische Thrombolyse,
sowie von sechs Stunden fiir die mechanische Rekanalisation empfohlen (130).
Ausnahmen sollen an dieser Stelle nicht weiter erldutert werden. Die experimentelle
Relation von ,,Ischdmiedauer* bis zu Beginn der ,,Reperfusion‘ spiegelt somit theoretisch
die klinischen Handlungsempfehlungen wider. Eine friihestmdgliche Wiederherstellung
der Perfusion sollte angestrebt werden (18). Das in vitro gewdhlte Zeitintervall lag,
besonders im Hinblick auf die pharmakologische Thrombolyse, im oberen Bereich des
klinisch empfohlenen Zeitfensters. Hieraus resultiert folgende Limitation der
durchgefiihrten Experimente: Da lediglich vier Stunden OGD untersucht wurden,
konnten keine eventuellen Unterschiede der evaluierten Zielstrukturen nach
»Reperfusion in Abhédngigkeit von der vorausgegangenen ,,Ischdmie-Periode* beurteilt
werden. In klinischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen einem kiirzeren
Intervall bis zum Beginn reperfundierender Mallnahmen und einem besseren
neurologisch funktionellem Outcome gezeigt (131, 132). Insgesamt ist die Alteration der
BHS nach ischdmischem Insult ein dynamischer Prozess (26). Jiao et al. zeigten in vivo
eine sich iiber die Dauer der Reperfusion verandernde Kinetik, sowohl beziiglich der Gen-
sowie Proteinexpression untersuchter Junktionsproteine als auch der BHS-Permeabilitét
(19). Die Untersuchung, inwiefern Alterationen der Zielstrukturen bei dem vorliegenden

in vitro Modell zeitabhidngig sind, wére ein weiterer Ansatz zur Verfeinerung dessen. Hier
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stiinden verschiedene Intervalle von OGD beziehungsweise Reoxygenierung sowie

variable Kombinationen dieser im Vordergrund.

In den angefertigten Immunfluoreszenzfarbungen zeigten sich nach OGD keine
morphologischen Korrelate einer Schiadigung des cEND-Monolayers (vgl. Kap. 3.2.1).
Nach konsekutiver Reoxygenierung konnte eine Storung des Zellverbandes im Sinne des
Ubergangs zu einer retikuldr aufgelockerten Formation beobachtet werden. Da die iiber
24 Stunden bei Normoxie inkubierte Vergleichsprobe einen regelrechten Phénotyp
prasentierte, konnte hier von einem ,,Reperfusionsschaden* ausgegangen werden. Die
SF-Applikation aggravierte diesen. Die Behandlung mit SF bei OGD resultierte in einer
deutlichen Stérung der morphologischen Integritidt. Das Ausmal} des SF-Effektes bei
OGD iibertraf eben diesen bei Normoxie, obwohl zwischen OGD allein und der
Kontrollfarbung bei Normoxie kein relevanter Unterschied erkennbar war. Basierend auf
den Immunfluoreszenzfarbungen kann die Hypothese der gegenseitigen Potenzierung

von SF und OGD angenommen werden.

Die Protein- beziehungsweise Genexpression der Junktionsproteine zeigte nach den
verschiedenen Inkubationsbedingungen ein heterogenes Verhaltensmuster (vgl. Kap.
3.2.2 sowie Kap. 3.2.3). Auf Proteinebene wurden durch OGD lediglich Occludin sowie
VE-Cadherin verringert exprimiert. Chen et al. zeigten bei der in vitro Untersuchung einer
humanen Endothelzelllinie (HBMEC) nach OGD ebenfalls eine verminderte
Gesamtproteinmenge von VE-Cadherin (133). Die reduzierte Proteinexpression von
Occludin nach vier Stunden OGD-Behandlung an cEND-Zellen, mit einer zeitgleich nicht
signifikanten Alteration von Claudin-5, wurde bereits von Salvador et al. publiziert (35).
Durch Neuhaus et al. wurden bei der Untersuchung des gesamten Zelllysats nach OGD-
Behandlung der cerebelldren Endothelzelllinie cerebEND analoge Ergebnisse dargestellt
(95). Ferner wurde das beschriebene Expressionsmuster von Occludin nach OGD in vitro
an einer weiteren murinen Hirn-Endothelzelllinie (bEND3) gezeigt (134). Das in dieser
Arbeit vorliegende Ergebnis konnte somit schon vormals konsistent an mehreren
Zelllinien detektiert werden. In vivo ist der signifikante Abfall von VE-Cadherin,
Occludin sowie ZO-1 nach induzierter Ischdmie publiziert (21). Engelhardt et al. konnten
an zerebralen Ratten-Endothelzellen (RBE4) in vitro bei der sequentiellen Untersuchung
verschiedener Hypoxie-Intervalle von bis zu 48 Stunden keine Alteration der

Proteinlevels von Claudin-5 sowie Occludin detektieren. ZO-1 zeigte hier erst nach 48
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Stunden eine signifikant reduzierte Expression (27). Dies legt nahe, dass erst die
Kombination aus Sauerstoff- und Glucose-Entzug in einer Suppression des Occludin-
Proteinlevels resultiert, wobei die alleinige Hypoxie keinen Effekt zu haben scheint. ZO-
1 konnte in seiner Reaktivitit gegeniiber einer Hypoxie zeitgebunden sein, wobei dies in
den durchgefiihrten Experimenten gegebenenfalls nicht apparent wurde, da keine OGD-
Periode von 48 Stunden untersucht wurde. Unter Sauerstoff-Glucose-Entzug hatten SF
keinen relevanten Effekt auf die Zielproteine. Dies stiitzt die Annahme, dass der SF-
Effekt zeitgebunden zu sein scheint. Eine vierstiindige Einwirkdauer erscheint nicht
auszureichend, um relevante Alterationen auf Proteinebene zu verursachen (vgl. Kap.

4.2).

Die mRNA-Levels von Claudin-5, Occludin und ZO-1 wurden durch OGD signifikant
reduziert. Neuhaus et al. zeigten analoge Ergebnisse nach der OGD-Behandlung von
cerebEND in vitro (95). Dies steht in direktem Gegensatz zu den von Salvador et al.
veroffentlichen Ergebnissen, wobei OGD allein keinen maflgeblichen Effekt auf die
Genexpression von Claudin-5 sowie ZO-1 an cEND-Zellen hatte (35). Auch Kleinschnitz
et al. konnten keine relevante Alteration der mRNA-Levels von Claudin-5 sowie
Occludin durch OGD detektieren (20). In vivo hingegen wurde analog zu den
vorliegenden Ergebnissen eine signifikante Reduktion der Expression von Occludin und
Z0-1 nach induzierter Ischdmie gezeigt (21). Die Genexpression von VE-Cadherin wurde
durch OGD induziert, was im Gegensatz zu der quantitativ verminderten
Proteinexpression stand. Neuhaus et al. konnten bei der Untersuchung von cerebEND-
Zellen nach OGD keine signifikante Alteration von VE-Cadherin auf mRNA-Ebene
zeigen (95). Yu et al. detektierten in vivo die reduzierte Transkription des VE-Cadherin-
Gens nach Ischdmie (21). Innerhalb der Inkubationsbedingung OGD verringerte die
additive Behandlung mit SF die Expression von Occludin, ZO-1 sowie VE-Cadherin auf
mRNA-Ebene. Der SF-Effekt wurde hier schon nach vier Stunden Einwirkdauer
apparent, was auf Proteinebene nicht gegeben war. Nach SF-Applikation bei OGD,
verglichen mit der SF-Applikation bei vierstiindiger Normoxie, zeigte sich eine
Reduktion von Claudin-5. Das mRNA-Level von VE-Cadherin stieg hingegen an. Die
Hypothese der wechselseitigen Potenzierung der Effekte von Sauerstoff-Glucose-Entzug
und SF kann somit lediglich beziiglich des untersuchten Zielgens Claudin-5 angenommen

werden. Auf Proteinebene konnte dies nicht gezeigt werden. In den angefertigten
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Immunfluoreszenzfarbungen wurde die alterierte Lokalisation von Claudin-5 und ZO-1
innerhalb des cEND-Zellmonolayers sowie die deutliche Auflockerung dessen detektiert.
Liu et al. publizierten, bei quantitativ stabilen Proteinlevels nach OGD-Behandlung
zerebraler Endothelzellen, eine Umverteilung von Claudin-5 auf subzelluldrer Ebene
sowie die verdnderte Lokalisation innerhalb des Zellmonolayers mittels
Immunfluoreszenzfarbung (134). cEND-Zellen zeigten die Kombination aus stabiler
Proteinexpression gepaart mit der beschriebenen morphologischen Alteration nach OGD
lediglich unter SF-Einfluss, wobei nach OGD allein die morphologische Integritit nicht

beeinflusst wurde.

Die simulierte Reperfusion lief die Proteinexpression von VE-Cadherin, verglichen mit
OGD allein, ansteigen. Der Effekt wurde durch SF eliminiert, wobei dies als storender
Einfluss auf die Erholung der Adherens junctions interpretiert werden kann. Keines der
untersuchten Zielproteine zeigte eine alterierte Expression nach Reoxygenierung,
verglichen mit den Ergebnissen nach 24 Stunden Normoxie. /n vivo wurden nach
erfolgter Reperfusion gesunkene Proteinlevels von Claudin-5, Occludin sowie ZO-1
detektiert (19). Wicha et al. zeigten in vivo einen zeitabhéngigen Abfall des Proteinlevels
von Occludin, welcher nicht nach 24 Stunden, sondern erst nach 48 Stunden Reperfusion
signifikant war. Claudin-5 war nach beiden Zeitintervallen verringert (22). VE-Cadherin,
Z0-1 sowie Claudin-5 wurden auf Proteinebene gleichsam durch SF im Rahmen der
Reoxygenierung verringert. Lediglich VE-Cadherin und ZO-1 zeigten diesen Effekt auch
bei 24-stiindiger Normoxie. Dies suggeriert eine gesteigerte Perzeptivitit von Claudin-5
gegeniiber SF durch die Inkubationsbedingung OGD + REOX. Im Umkehrschluss kann
angenommen werden, dass SF erst die Ausbildung beziehungsweise Aufrechterhaltung
eines ,,Reperfusionsschadens® auf Proteinebene ermdglichen. Dies deckt sich mit den
erlauterten Ergebnissen der korrespondierenden Immunfluoreszenztarbungen. In vivo
konnten McColl et al. ebenfalls reduzierte Proteinlevels von Claudin-5 nach acht
beziehungsweise 24 Stunden Reperfusionsphase bei induzierter systemischer
Inflammation zeigen. Ferner wurden hier reduzierte Claudin-5-Signale in
Immunfluoreszenzfarbungen unter entziindlichem FEinfluss nach Reoxygenierung

detektiert (37). Dies deckt sich mit den in dieser Arbeit vorliegenden in vitro Ergebnissen.

Unter SF-Behandlung konnte ein signifikanter Anstieg der Proteinexpression von

Occludin nach Reoxygenierung, verglichen mit der Inkubation iiber 24 Stunden bei
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Normoxie, beobachtet werden. In Abwesenheit von SF wurde dies nicht detektiert. Ferner
wurde Occludin als einziges Zielprotein nach SF-Applikation innerhalb der
Inkubationsbedingung Reoxygenierung nicht signifikant reduziert, wihrend dies bei 24-
stiindiger Normoxie gezeigt wurde. McColl et al. zeigten ein stabiles Occludin-
Proteinlevel bei Reoxygenierung unter inflammatorischem Einfluss (37). Es ergibt sich
die Schlussfolgerung, dass die induzierte Occludin-Expression im Rahmen der
Kombination aus SF und Reoxygenierung einen protektiven Effekt auf die Architektur
der BHS haben konnte. Es kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine
Neuroinflammation bei ischdmischem Insult einen positiven Effekt auf die Occludin-
Expression im Rahmen einer Reperfusionstherapie haben kénnte. Zur Uberpriifung dieser

Annahme, konnte ein entsprechendes Tierexperiment durchgefiihrt werden.

Auf mRNA-Ebene konnte die nach OGD mittels Reoxygenierung induzierte
Genexpression von Claudin-5, Occludin sowie ZO-1 gezeigt werden. Salvador et al.
publizierten hingegen ein unverdndertes mRNA-Level von Occludin beziehungsweise
eine Reduktion dessen von Claudin-5 nach Reoxygenierung von cEND-Zellen (35). Die
Genexpression von VE-Cadherin wurde in dem vorliegenden in vitro Experiment
malgeblich supprimiert. Dies steht in direktem Gegensatz zu dem beschriebenen Anstieg
der relativen Proteinmenge. Unter SF-Einfluss konnte auf mRNA-Ebene lediglich die
supprimierte Expression von VE-Cadherin beobachtet werden. Die {ibrigen
Junktionsproteine wurden nicht alteriert, was als relevanter SF-Effekt im Sinne einer
ausbleibenden Aktivierung der Genexpression nach Reoxygenierung gewertet werden

kann. Es ist somit anzunehmen, dass SF eine mogliche Erholung der BHS verhindern.

Die SF-Applikation innerhalb der Inkubationsbedingung OGD mit konsekutiver
Reoxygenierung auf mRNA-Ebene zeigte analoge Ergebnisse zu den SF-Effekten nach
24 Stunden Normoxie. Gemessen an den mRNA-Levels nach 24-stiindiger Normoxie,
resultierte die Reoxygenierung in einer stabilen Genexpression von Claudin-5 sowie von
Z0-1 bezichungsweise in einer Induktion dieser von Occludin. Bei simultaner
Behandlung mit SF wurde dies nicht gezeigt. Erneut ergibt sich die Annahme einer durch
SF eingeschrinkten Erholung des BHS-Modells. Die Untersuchung der relativen
Proteinmenge von Occludin ergab das zuvor beschriebene, exakt gegenldufige Ergebnis
im Sinne einer solitdren Induktion in Anwesenheit von SF. Ein Erkldrungsansatz fiir die

vorliegende Divergenz zwischen der Protein- und Genexpression von Occludin wire eine
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unterschiedliche Kinetik der Transkription des Occludin-Gens in An- beziehungsweise
Abwesenheit von SF. Hierauf wird im Folgenden ndher eingegangen: In vivo
beobachteten Jiao et al. nach Induktion einer zweistiindigen zerebralen Ischdmie eine
signifikant reduzierte Genexpression von Claudin-5, Occludin sowie ZO-1 nach
variablen Reperfusionsintervallen (19). Gertz et al. hingegen beschrieben die gesteigerte
Genexpression von Occludin, Claudin-5 sowie VE-Cadherin in vivo nach zerebraler
Ischdmie iiber 30 Minuten gefolgt von verschiedenen Zeitspannen der Reperfusion (135).
Hier wird die bereits erlduterte Notwendigkeit deutlich, das in dieser Arbeit etablierte in
vitro Modell nach mehreren OGD- beziehungsweise Reoxygenierungsphasen zu

untersuchen.

Die evaluierten Integrinuntereinheiten zeigten heterogene Genexpressionsmuster: Es
wurde die Induktion der Transkription des Integrin-aV-Gens durch OGD, gefolgt von
einer Suppression nach Reoxygenierung gezeigt. Unter SF-Applikation wurden dhnliche
Trends beobachtet, allerdings war lediglich der Abfall nach Reoxygenierung signifikant.
Die gegenseitige Potenzierung der Effekte von OGD sowie SF konnte hier nicht
beobachtet werden. Die Induktion der Integrin-aV-Expression durch OGD kann als
entzlindliche Aktivierung der Endothelzellen im Rahmen der ,,Ischdmie® betrachtet
werden (vgl. Kap. 4.2). Die konsekutive Suppression nach Reoxygenierung untermauert
diese Annahme und kann im Umkehrschluss als mogliches Korrelat der Regeneration
betrachtet werden. Abumiya et al. publizierten ebenfalls den quantitativen mRNA-
Anstieg von Integrin-aV in Gefdllen der zerebralen Mikrozirkulation affektierter
Hirnareale nach Simulation eines ischdmischen Insults in vivo (136). Innerhalb dieses,
beziehungsweise eines weiteren dhnlichen Versuchsaufbaus, konnte die gesteigerte
Expression des Integrin-Heterodimers aVB3 nach Ischimie gezeigt werden (136, 137).
Das vorliegende in vitro Modell schien sich beziiglich der Reagibilitit der Genexpression
von Integrin-aV auf einen Sauerstoff-Glucose-Entzug vergleichbar zu in vivo Modellen
zu verhalten. Integrin-al wurde durch OGD vermindert exprimiert, allerdings wurde
keine statistische Signifikanz erreicht. /n vivo wurde ebenso die verminderte Integrin-a1-
Expression nach zerebraler Ischdmie gezeigt (138). Durch Reoxygenierung wurde das
mRNA-Level von Integrin-al signifikant gesteigert. Dies kann als Indiz eines
Regenerationsprozesses gewertet werden, da die Endothelzellen so mit hoherer

Wahrscheinlich {iber beispielsweise Integrin- a131 mit Komponenten der extrazelluldren
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Matrix einen intakten Verbund bilden konnten. In Anwesenheit von SF wurde die
Induktion der Genexpression von Integrin-al in eine signifikante Suppression dieser
konvertiert. Dies kann als SF-induzierter ,,Reperfusionsschaden® in vitro angesehen
werden, da in Konsequenz eine ausreichende Vernetzung mit der extrazelluldiren Matrix

unterbunden wiirde (vgl. Kap. 4.2).

Die Genexpression und somit die finale Proteinexpression sind ein hochkomplexer
Prozess, welcher variablen regulatorischen Einfliissen unterliegt (139, 140). Die
detektierten Divergenzen zwischen Gen- sowie Proteinexpression zeigten auf, dass das
vorliegende in vitro Modell iiber zusitzliche Zeitintervalle hinweg beziehungsweise
beziiglich weiterer Zielstrukturen zu untersuchen ist. Im Besonderen bieten sich hier
Mediatoren an, deren Einfluss auf die Expression von Junktionsproteinen
beziehungsweise Integrinuntereinheiten unter den evaluierten Konditionen bereits
gezeigt wurde. Beispielhaft seien hier die MMP-2/9 (Matrix Metalloproteinase-2/9)
sowie der HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) genannt. MMPs sind Proteasen, welche in
variablen pathologischen Prozessen vertreten sind. Hier stehen unter anderem
Erkrankungen im Vordergrund, welche auf einem inflammatorischen Geschehen sowie
der Zerstérung extrazelluldrer Matrix basieren (141). Die MMP-2/9 wurden in vivo als
vermittelnde Faktoren einer herabgesetzten Expression von Tight junction-Proteinen bei
induzierter Ischdmie identifiziert (134, 142). Eine verstirkte MMP-9-Sekretion durch
cEND-Zellen nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen ist ebenfalls
publiziert worden (30). In vivo wurde eine verstirkte MMP-9-Expression nach
Ischdmie/Reperfusion detektiert (22-24). HIF ist ein Transkriptionsfaktor, welcher
reagibel gegeniiber hypoxischen Zustinden ist und konsekutiv in diesen vermehrt
exprimiert wird (139). Die HIF-1-abhéngige Degradierung junktionaler Proteine der BHS
im Rahmen einer Hypoxie konnte in vitro bereits gezeigt werden (27). Das
Zusammenspiel aus alterierter Genexpression, tatsdchlicher Verédnderung der relativen
Proteinmengen sowie der Kinetik der jeweiligen Alterationen konnte mittels der

beschriebenen Mediatoren genauer untersucht werden.

Bei Interpretation der vorliegenden Ergebnisse wurden Verdnderungen der untersuchten
Zielstrukturen nach Reoxygenierung als ,,Reperfusionsschaden® bezeichnet. Dieser
Begriff wurde zur Umschreibung eines supprimierenden Effekts durch die erneute

Bereitstellung von Sauerstoff sowie Glucose in vitro verwendet. Generell ist die
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Schadigung des Organismus und/oder einzelner Organsysteme bei Reperfusion nach
vorheriger Ischdmie iiber verschiedene Mechanismen bekannt (143). Uber diese
pathophysiologischen Kaskaden kann auch die mogliche zerebrale Schiadigung nach
Wiederherstellung des Blutflusses im Rahmen eines ischdmischen Insults erklart werden,
wobei hier besonders die weitere Offnung der BHS mit moglicher hiimorrhagischer
Transformation sowie einem vasogenen Hirnédem genannt seien (144). In vivo konnte
die progrediente Offnung der BHS nach induzierter Ischimie mit folgender Reperfusion
gezeigt werden (22-24). Ferner présentierten sich nach Wiederherstellung des Blutflusses
Korrelate eines Hirnodems (23). Insgesamt kann somit nach Reperfusionstherapie keine
Restitutio ad Integrum der BHS angenommen werden. Dies spiegeln auch die hier
gezeigten Ergebnisse der teils weiteren Suppression untersuchter Zielstrukturen nach

Reoxygenierung in vitro wider.

Das wiederkehrend analoge Verhalten der untersuchten Zielstrukturen in den
durchgefiihrten in vitro Experimenten zu bereits publizierten in vivo Ergebnissen kann
als Qualitdtsmerkmal gewertet werden. Trotz der bereits beschriebenen Limitationen
(vgl. Kap. 4.1), bietet das vorliegende in vitro Modell somit eine valide Grundlage fiir die
weitere Verwendung im Rahmen der in vitro Schlaganfall-Forschung im Kontext eines
TS. Die Ergebnisse konnen als richtungsweisend betrachtet werden und als Basis fiir das

Design von folgenden in vivo Experimenten dienen.

Zusammenfassend  kann  festgestellt  werden, dass  die  untersuchten
Inkubationsbedingungen sowie applizierten Substanzen in heterogegen Verdanderungen
der Gen- sowie Proteinexpression der evaluierten Junktionsproteine und
Integrinuntereinheiten resultierten. Es kann keine stringente Linie der ausschlieBlichen
Suppression oder Induktion gezeichnet werden. Vielmehr ist jede einzelne
Inkubationsbedingung sowie die Kombination dieser mit SF und ihre Auswirkungen auf
die einzelnen Zielstrukturen individuell zu betrachten. Insgesamt kann dennoch postuliert
werden, dass sowohl der Sauerstoff-Glucose-Entzug als auch Katecholamine/
Entziindungsmediatoren einen degradierenden Effekt auf die untersuchten Zielstrukturen
der BHS zu haben scheinen. Die biologische Barriere wird somit insgesamt angegriffen.
Die Kombination scheint sich zu potenzieren und verursacht tendenziell ein gesteigertes
Schiadigungsausmall. Eine konsekutive Reoxygenierungsphase kann in einer

Regeneration oder einem ,,Reperfusionsschaden® resultieren, wobei dies von der
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betrachteten Zielstruktur abhédngig zu sein scheint. Gemessen an der Morphologie von
cEND-Zellen nach erfolgter Reoxygenierung, scheint hier der ,,Reperfusionsschaden* zu
dominieren, In Anwesenheit von SF wird eine mdgliche ,,Erholung® iiberwiegend
unterbunden, wobei ein ,,Reperfusionsschaden‘ vornehmlich aggraviert wird. Insgesamt
sollte das etablierte Modell dieser Arbeit zukiinftig verfeinert werden, um die tatsdchliche
Konstellation in situ experimentell realitdtsndher abbilden zu kénnen. Hier wire zum
einen die Evaluation der realen Konzentrationen von Katecholaminen und
Entziindungsmediatoren, sowie eventuell auch deren zeitgebundene Dynamik wahrend
des pathophysiologischen Prozesses, in Serumproben von Patient:innen vorzuschlagen.
Zum anderen wére die gezielte Identifikation weiterer proinflammatorischer Marker
notwendig, um deren Einfluss auf die Integritidt der BHS untersuchen zu konnen. Hierauf
basierend wire die Simulation des ,pathologischen Milieus®, mit welchem die
biologische Barriere in situ konfrontiert zu sein scheint, sowie dessen Konsequenzen auf

die Homoostase des ZNS detailgetreuer in vitro erforschbar.
4.4 Ostrogen-Behandlung

Wie bereits in Kap. 1.2.1 dargelegt, ist das als Basis fiir die in vitro Experimente
betrachtete Patient:innenkollektiv iiberwiegend weiblichen Geschlechts,
fortgeschrittenen Alters sowie postmenopausal. Durch das Erreichen der Menopause
sinkt der systemische Ostrogen-Spiegel langfristig ab (59, 60). Die unabdingliche
Integration der BHS in die Hirn-Herz-Achse im Rahmen pathophysiologischer
Uberlegungen wurde bereits in Kap. 1.2.2 erliutert. Darauf beruhend wurde die
Hypothese aufgestellt, dass ein Ostrogen-Mangelzustand eine gesteigerte Perzeptivitit
der BHS gegentiber schidigenden Effekten von Katecholaminen,
Entziindungsmediatoren sowie einem Sauerstoff-Glucose-Entzug erzeugen konnte. Dass
Ostrogen die regelrechte Funktion der BHS unterstiitzt sowie Alterationen im Rahmen
der Exposition gegeniiber Noxen abmildert, wurde bereits mehrfach publiziert. Cipolla et
al. detektierten eine Offnung der BHS nach Ovariektomie in vivo, wobei diese unter
Ostrogen-Behandlung abgemildert wurde (145). Eine maBgebliche Reduktion der
Occludin-Levels in murinen Hirngewebe-Proben nach Ovariektomie in vivo publizierten
Kang et al. (146). Da die Ovarien den hauptsidchlichen Bildungsort der weiblichen
Sexualhormone darstellen (147), ist die Ovariektomie in vivo ein hdufig genutztes,

etabliertes Modell zur Induktion eines Ostrogen-Entzugs. In vitro zeigten Burek et al. die
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E2-induzierte Steigerung der Expression von Claudin-5 an cEND- sowie cerebEND-
Zellen. Auch ein relevanter Anstieg der TER konnte gemessen werden (88). Bei
simulierter Ischimie wurden Ostrogen-Effekte auf die BHS ebenfalls bereits
nachgewiesen: Uzum et al. konnten die gesteigerte Permeabilitidt der BHS nach Ischdmie
mit anschlieBender Reperfusion an ovariektomierten Ratten zeigen, wéhrend eine
Ostrogen-Supplementation diese abschwiichte (25). Konkordant hierzu detektierten Lu et
al. eine reduzierte BHS-Offnung nach Ischimie bei Verabreichung eines Ostrogen-
Rezeptor-Agonisten in vivo. Occludin sowie Claudin-5 wurden auf Proteinebene
verstarkt exprimiert (148). Na et al. sowie Shin et al. ver6ffentlichten analoge in vitro
Ergebnisse, wobei die murine Hirnendothelzelllinie bEnd.3 unter E2-Behandlung bei
OGD mit Reoxygenierung untersucht wurde. In Anwesenheit von E2 wurde die
parazelluldre Permeabilitét reduziert, die TER gesteigert sowie die Proteinexpression von
Claudin-5 sowie Occludin induziert (94, 149). Basierend auf den erlduterten
Publikationen kann ein protektiver Effekt von Ostrogen auf die regelrechte Funktion der
BHS im Allgemeinen beziehungsweise im Speziellen auch unter ischdmischen
Bedingungen angenommen werden. Es wurden direkte Effekte auf die Expression von
Tight junction-Proteinen gezeigt, weshalb diese als Ostrogen-Zielstrukturen betrachtet
werden konnen. Die Junktionsproteine stellten somit geeignete Marker zur Evaluation
der BHS im Rahmen der durchgefiihrten in vitro Experimente dar. Maggioli et al. konnten
nach Applikation proinflammatorischer Zytokine eine durch Ostrogen reduzierte
Durchléssigkeit der BHS in vivo sowie eine gesteigerte TER in vitro detektieren (150).
Durch Choi et al. wurde eine OGD-induzierte Expression des proinflammatorischen
Zytokins Interleukin-18 gezeigt, welche durch eine vorangehende Behandlung mit E2
supprimiert werden konnte (151). Dies suggeriert ebenfalls einen schiitzenden Ostrogen-
Effekt auf die Architektur der BHS im Rahmen eines (neuro-)inflammatorischen

Geschehens.

Alle in dieser Arbeit ausgewerteten Experimente wurden parallel unter E2-Applikation
durchgefiihrt, um E2-induzierte Unterschiede der Expression untersuchter Zielstrukturen
evaluieren zu konnen (vgl. Kap. 3.3). Basierend auf den Merkmalen des geschilderten
Patient:innenkollektivs sowie den in vitro und in vivo Studien zu Ostrogen-Effekten auf
die BHS, wurde die Hypothese einer moglichen Protektion auf molekularer Ebene

untersucht.
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Bei Betrachtung der Zellmorphologie zeigte cEND nach vierstiindiger Normoxie sowie
nach OGD unter E2-Behandlung weiter ein regelrecht konfiguriertes Zellmonolayer,
wobei sich ein verstirktes Fluoreszenzsignal von Claudin-5 entlang der Zellgrenzen
zeigte. Dies kann als E2-induzierte Stirkung der BHS gewertet werden, sowohl bei
Normoxie als auch nach Sauerstoff-Glucose-Entzug. Somit konnte hier mittels
Immunfluoreszenz die Reagibilitit von cEND-Zellen im Sinne einer Protektion
gegeniiber simulierter Ischdmie gezeigt werden. Nach KAT-Behandlung konnte in
Anwesenheit von E2 eine dezent abgemilderte Schiadigung des cEND-Monolayers
gezeigt werden, wobei weiterhin eine deutliche Storung des Zellverbandes vorlag. Die
morphologischen Effekte von INF allein wurden durch E2 nicht alteriert. Nach
vierstiindiger Exposition gegeniiber SF bei Normoxie konnte eine milde, protektive E2-
Wirkung im Sinne des Erhalts der regelrechten Zellkonfiguration beobachtet werden.
Nach 24 Stunden wurde keine Protektion durch E2 mehr festgestellt, wobei die SF-
induzierte, morphologische Schiadigung weitreichender als in Abwesenheit von E2 zu
sein schien. Hier kann eine Zeitabhéngigkeit des E2-Effektes vermutet werden, wobei
kurzfristig iiber das Zeitintervall von vier Stunden ein Schutz gegeniiber SF zu
verzeichnen war. Nach Exposition iiber 24 Stunden kehrte sich dies um, wobei hier eine
gesteigerte Perzeptivitdt der mit E2 konditionierten cEND-Zellen gegentiber SF vorliegen
konnte. Dies wiirde bedeuten, dass die Kombination aus Dauer des Ostrogen-Entzugs/der
Ostrogen-Exposition sowie des Katecholaminsturms/der Entziindung erst entscheidet,
wie der Effekt auf die BHS aussehen konnte. Zur weiteren Untersuchung der moglichen
zeitgebundenen Komponente der E2-Wirkung, sollte zukiinftig eine Versuchsreihe iiber
variable Intervalle hinweg erfolgen. Von besonderem Interesse wire hier ein moglicher,
zeitlicher Wendepunkt, an dem die initiale Protektion in eine Verstirkung des

Schidigungsausmales konvertiert.

OGD resultierte in Anwesenheit von E2 ebenso wie in Abwesenheit dessen in keiner
sichtbaren Alteration der regelrechten Zellmorphologie. Bei Applikation von SF
hingegen wurde die SF-induzierte Auflockerung des cEND-Monolayers durch E2
deutlich eingeddmmt. Hier lag nach simulierter Ischdmie, wie auch in Abwesenheit von
SF, ein protektiver E2-Effekt auf die cEND-Morphologie vor. Hier kann die Hypothese
eines Ostrogen-Schutzes gegeniiber KAT/INF unter ischimischen Bedingungen in vitro

angenommen werden. Nach abgeschlossener Reoxygenierungsphase zeigte sich keine
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morphologische Differenz zwischen E2-freien und E2-exponierten Proben. In
Anwesenheit von E2 wurde die SF-induzierte Kompromittierung des Zellverbandes
sichtbar abgemildert. Hier konnte eine Protektion durch E2 {iber ein Zeitintervall von 24
Stunden beobachtet werden, im Gegensatz zu der Immunfluoreszenzfarbung nach SF-
Exposition bei 24h NORMOX. Dieses Ergebnis konnte implizieren, dass ein E2-
induzierter Schutz hier erst durch eine initiale OGD-Episode beziehungsweise durch die
folgende Reoxygenierung getriggert wurde. Ubertragen wiirde dies bedeuten, dass ein
Ostrogen-exponierter Organismus erst beziiglich der Erhaltung einer intakten BHS bei
anhaltendem Katecholaminsturm/Entziindung profitiert, wenn ein Ischdmie-
beziehungsweise Reperfusionsereignis stattfindet. Um diese Annahmen zu tiiberpriifen,
konnte die Untersuchung von cEND nach verschiedenen Zeitspannen der SF-Exposition
im Kontext von OGD + REOX weiteren Erkenntnisgewinn bringen. Ferner miissten in

vivo Studien die Ubertragbarkeit auf einen lebendigen Organismus priifen.

Insgesamt konnte zu jeder Zeit ein weitestgehend analoges Expressionsverhalten der
Junktionsproteine sowie Integrinuntereinheiten in Anwesenheit von E2 zu eben diesem
in Abwesenheit von E2 beobachtet werden. Alle E2-exponierten Proben wurden mit ihren
korrespondierenden E2-freien Kontrollen verglichen, wobei sich keine statistisch
relevanten Unterschiede zeigten. Innerhalb der Versuchsgruppen variierten teilweise die
Signifikanzniveaus. Die Ergebnisse der erlduterten Publikationen beziiglich einer
induzierten Expression von Claudin-5 sowie Occludin wurden nicht reproduziert. Burek
et al. publizierten zwar eine E2-induzierte Claudin-5-Expression, sowohl auf Gen- als
auch auf Proteinebene, allerdings lediglich innerhalb eines Behandlungsintervalls von 24
Stunden. Nach iiber 24 Stunden wurde die Tendenz eines erneuten Abfalls des Claudin-
5-Proteinlevels gezeigt (88). In den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Experimenten
erfolgte zunichst eine E2-Vorbehandlung tiber 24 Stunden. Erst im Anschluss wurde,
unter fortlaufender E2-Applikation, die Exposition gegeniiber der verschiedenen
Inkubationsbedingungen sowie KAT und INF initiiert. Daraus resultierend kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass die E2-induzierte Alteration der Tight junction-
Expression bei Normoxie zeitgebunden und nach Ablauf eines Intervalls von iiber 24
Stunden nicht mehr detektierbar sein konnte. Diese Vermutung wird durch die
charakterisierten Ergebnisse der Immunfluoreszenzfiarbungen gestiitzt. In der erwidhnten

Publikation von Shin et al. wurden die zerebralen Endothelzellen 48 Stunden mit E2 (1
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nM) vorbehandelt, worauthin der Sauerstoff-Glucose-Entzug erfolgte (149). Na et al.
hingegen fiihrten keine Konditionierung mit E2 durch, sondern initiierten die E2-
Behandlung (10 nM) erst mit Beginn des Sauerstoff-Glucose-Entzugs iiber sechs Stunden
mit anschlieBender Reoxygenierung iiber eine Stunde (94). Hier besteht ein zu den
Experimenten dieser Arbeit differierendes Verhiltnis aus der E2-Applikationsdauer
beziehungsweise der verwendeten E2-Konzentration. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit der zukiinftigen Untersuchung, inwiefern verschiedene Zeitintervalle der
anfanglichen E2-Exposition/-Konditionierung die Responsivitit von cEND-Zellen

gegeniiber den folgenden Behandlungen beeinflussen.

Wie bereits beschrieben, variierten die Effekte der Behandlungskonstellationen innerhalb
des E2-freien beziehungsweise des E2-exponierten Probenkollektivs. Nach KAT-
Applikation iiber 24 Stunden wurde auf Proteinebene lediglich ZO-1 supprimiert. Unter
simultaner E2-Behandlung wurden hingegen Occludin, ZO-1 sowie VE-Cadherin
signifikant reduziert (vgl. Kap. 3.3.1.2). Hier wird eine gesteigerte Perzeptivitit von
cEND gegeniiber der schidigenden KAT-Effekte unter E2-Exposition suggeriert.
Beziiglich der Proteinexpression bei 24-stiindiger KAT-Behandlung ist somit nicht nur
die aufgestellte Hypothese eines protektiven E2-Effekts abzulehnen, sondern basierend
auf den vorliegenden Ergebnissen sogar eine gegenteilige Tendenz annehmbar. In der
Immunfluoreszenzfarbung zeigte sich in Anwesenheit von E2 eine Abmilderung des
morphologischen KAT-Effektes (vgl. Kap. 3.3.1.1). Dies steht nicht im Wiederspruch zur
Proteinexpression, da das angeférbte, fiir die Beurteilung der Morphologie maligebliche
Claudin-5 auf Proteinebene nicht alteriert wurde. Ohne E2 wurde die quantitative
Expression des Adherens junction-Proteins VE-Cadherin durch OGD supprimiert,
worauthin eine erneute Induktion nach Reoxygenierung folgte. Diese Undulation wurde
durch E2 ,geglittet”, wobei keine signifikanten Alterationen durch die genannten
Inkubationsbedingungen gezeigt wurden. Auch das Occludin-Proteinlevel blieb unter E2-
Applikation nach OGD stabil, wihrend eine Reduktion dessen in Abwesenheit von E2
erfolgte. Innerhalb der reoxygenierten Versuchsgruppe wurde die Occludin-Expression
durch SF lediglich bei E2-Exposition supprimiert, sowohl verglichen mit der alleinigen
Reoxygenierung als auch mit der SF-Applikation bei OGD (vgl. Kap. 3.3.2.2). Hier
prasentierte sich somit eine heterogene E2-Wirkung im Sinne einer Protektion gegeniiber

OGD sowie einer gesteigerten Perzeptivitit beziiglich eines ,,Reperfusionsschadens® bei
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kombinierter SF-Exposition. Eine mogliche schiitzende Wirkung von E2 konnte im
Rahmen der Messung der TER oder eines MTT-Tests (vgl. Kap. 4.1) genauer evaluiert
und anschlieBend mit den Verdnderungen der Junktionsproteine korreliert werden. So

wiirde sich ein umfassenderes Bild ergeben.

Eine klare Limitation der durchgefiihrten in vitro Behandlung mit E2 ist die statische
Konzentration sowie der plotzliche Beginn dieser. Physiologisch prisentieren
geschlechtsreife, weibliche Erwachsene je nach Zeitpunkt ihres Zyklus schwankende
Ostrogen-Konzentrationen, wobei nur ein geringer Prozentsatz tatsichlich frei in
biologisch aktiver Form vorliegt. Des Weiteren setzt mit der Geschlechtsreife nicht die
plétzliche Uberschwemmung des Organismus mit weiblichen Sexualhormonen ein,
vielmehr steigen diese dynamisch iiber die Pubertit hinweg (152). Dies wurde in vitro
nicht nachgebildet. Lediglich konnte auf eine von Burek et al. etablierte E2-
Konzentration zuriickgegriffen werden, wobei eine Titration dieser beziiglich der
maximalen Responsivitit der Claudin-5-Expression an cerebEND-Zellen erfolgt war
(88). Konzentrations- sowie Zeitreihen konnten weitere Informationen iiber die
Reagibilitit des verwendeten in vitro Modells liefern. Ferner wurde die untersuchte,
immortalisierte murine Endothelzelllinie initial aus neugeborenen Individuen weiblichen
sowie mannlichen Geschlechts im Alter von wenigen Tagen isoliert (87). Um das Modell
entsprechend des zu Grunde liegenden Patient:innenkollektivs zu prizisieren, konnten
folgende Faktoren vor Gewinnung der Zellen aus dem murinen Cerebrum beriicksichtigt
werden: die Verwendung primédr weiblicher Tiere, das Heranziehen der Miuse bis zu
einem hoheren Alter vor Euthanasie, eine Ovarektomie fiir einen in vivo induzierten
Ostrogen-Entzug sowie die in vivo Induktion einer TKM. So kénnt das BHS-Modell
gemill der untersuchten pathophysiologischen Konstellation konditioniert werden.
Zunichst wire die primére Untersuchung von eventuellen Unterschieden der Expression
von Junktionsproteinen sowie der Barriereeigenschaften zwischen ,,naiven“ cEND-
Zellen und priakonditionierten cEND-Zellen notwendig. Im Anschluss sollten die Effekte

der verschiedenen Inkubationsbedingungen sowie von KAT/INF evaluiert werden.
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5 Zusammenfassung

Als klinisches Modell fiir die in der hier vorgelegten Dissertationsschrift durchgefiihrten
Experimente diente das simultane Auftreten eines ischdmischen Schlaganfalls und eines
Takotsubo-Syndroms. Diese Pathologien kdnnen als {iber die Hirn-Herz-Achse gekoppelt
verstanden werden, in die die Blut-Hirn-Schranke (BHS) als funktionale Komponente
integriert ist. Das klinisch-neurologische Outcome dieser Patient:innen scheint
signifikant schlechter zu sein als nach solitdrem ischdmischen Insult. Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die BHS in besonderem Malle kompromittiert sein konnte.
Das priddominant weibliche, postmenopausale Patient:innenkollektiv prisentierte
laborchemisch erhohte Katecholaminspiegel sowie Entziindungsparameter. Diese
Konditionen wurden unter Sauerstoff-Glucose-Entzug (OGD) in vitro simuliert und
resultierende Verdanderungen an einem etablierten BHS-Modell aus murinen cEND-
Zellen untersucht. Die Evaluation der BHS-Integritdt erfolgte anhand von spezifischen
Junktionsproteinen sowie Integrinuntereinheiten. Alle Experimente wurden parallel unter
Ostrogen-Applikation (E2) durchgefiihrt, um eine mogliche BHS-Protektion durch
weibliche Sexualhormone zu untersuchen. Ziel war es, Konsequenzen der erlduterten
Pathologien auf die BHS auf molekularer Ebene zu verstehen. Es zeigten sich heterogene
Effekte mit folgenden Tendenzen: Die getrennte Applikation von Katecholaminen (KAT)
sowie Entziindungsmediatoren (INF) fiihrte gegeniiber der simultanen Behandlung
jeweils zu einem geringeren BHS-Schaden. Generell schien dieser zeitgebunden, wobei
sich das Ausmal} gewissermallen proportional zur Einwirkdauer verhielt. Auswirkungen
von OGD sowie einer Reoxygenierung potenzierten sich mit den Effekten von KAT/INF.
Uberwiegend kompromittierten OGD und KAT/INF die BHS-Architektur, wobei die
Reoxygenierung teils eine ,,Erholung® zulie oder in einem ,,Reperfusionsschaden®
miindete. Eine Protektion durch E2 war morphologisch nachweisbar, speziell gegeniiber
OGD, KAT/INF sowie einem ,Reperfusionsschaden. Auf Ebene der Gen- sowie
Proteinexpression konnte dies jedoch nicht konsistent gezeigt werden. Insbesondere im
Hinblick auf die Erforschung der pathologischen Konstellation in sifu und deren
molekularer Ziele sind weitere Untersuchungen notwendig, die auf den hier dargestellten
Ergebnissen aufsetzen konnen. Aus dem umfassenderen Verstindnis der
Pathophysiologie lieBen sich moglicherweise neue Therapiekonzepte zur Protektion der

BHS ableiten.
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DNA Desoxyribonukleinsidure (deoxyribonucleic acid)
E2 178-Ostradiol
ECL Verstiarkte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence)
g Gramm
h Stunde(n)
INF Entziindungsmediatoren (TNF-a, Interleukin-6)
Itgal Integrin-al
ItgaV Integrin-oV
K Kontrolle
Kap. Kapitel
KAT Katecholamine (Epinephrin, Norepinephrin, Dopamin)
kDa Kilodalton
1 Liter
M Molar
Milliampere
mg Milligramm
min Minute(n)
ml Milliliter
mM Millimolar




MMP Matrix Metalloproteinase

mRNA messenger-RNA

n Anzahl der Wiederholungen eines Experiments

ng/ml Nanogramm pro Milliliter

nM Nanomolar

nm Nanometer

NORMOX Normoxie

Ocln Occludin

OGD Sauerstoff-Glucose-Entzug (Oxygen Glucose Deprivation) iiber vier Stunden in
vitro

OGD + REOX | Reoxygenierung iiber 20 Stunden nach zuvor vier Stunden OGD in vitro

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

rel. Relativ

RNA Ribonukleinséure (ribonucleic acid)

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR

s Sekunde(n)

s. siche

SEM Standardfehler des Mittelwertes

SF Stressfaktoren (Katecholamine und Entziindungsmediatoren)

s0g. sogenannt

Tab. Tabelle

TER Transendotheliale elektrische Resistenz

TKM Takotsubo-Kardiomyopathie

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

TTS Takotsubo-Syndrom

v Volt

VE-Cad.

Vascular-Endothelial-Cadherin




vgl. vergleiche

Vs. Versus

w Watt

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung
z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem

Z0 Zonula-Occludens-Protein
Z0-1 Zonula-Occludens-Protein-1
Z0-2 Zonula-Occludens-Protein-2
ul Mikroliter

M Mikromolar
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