Aus der Klinik fiir Neonatologie der Medizinischen Fakultdt Charité -
Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

DIE PROTEKTIVE WIRKUNG VON ERYTHROPOIETIN IN
EINEM NEURODEGENERATIONSMODELL DER NEONATALEN
RATTE NACH HYPEROXIE EXPOSITION

Zur Erlangung des akademischen Grades Doctor medicinae (Dr. med.)

VORGELEGT DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT DER CHARITE -
UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN

von

Rebekka Lober
AUS BONN



Gutachter:
1. Prof. Dr. med. U. Felderhoff-Miiser
2. Prof. Dr. med. I. Krégerloh-Mann
3. Priv.-Doz. Dr. med. F. Guthmann

Datum der Promotion: 08.04.2011



Danksagung

Ohne die Hilfe und Unterstiitzung zahlreicher Mitarbeiter, Freunde und Institutionen
wiére die Durchfiihrung dieser Arbeit nicht moglich gewesen.

Grofser Dank gilt Herrn Professor Dr. Michael Obladen, dem Direktor der Klinik fiir
Neonatologie, Campus Virchow der Medizinischen Fakultit der Charité - Universitats-
medizin Berlin, der mir den Start der Arbeit ermoglichte.

Meiner Doktormutter Prof. Dr. med. Ursula Felderhoff-Miiser gilt mein ganz besonde-
rer Dank fiir das Uberlassen des Themas und die hervorragende Betreuung. Auch in
schwierigen Zeiten, wo ein Gelingen der Arbeit in den Sternen stand, hat sie durch ih-
ren Ideenreichtum, ihre motivierenden Worte und schnellen Losungen mir immer wieder
konstruktive Wege aufgezeigt.

In besonderer Weise danke ich allen Mitarbeitern unseres Labors, die mir mit Rat und
Tat zur Seite standen. Kerstin Genz, meiner Betreuerin danke ich besonders fiir ihre
humorvolle Art und die nette Unterstiitzung, die weit {iber das Fachliche hinausging.
Frau Jessica Fassbender danke ich fiir die Hilfe, tierexperimentelle und histologische
Methoden zu erlernen. Herrn Marco Sifringer, der guten Seele des Labors, der fiir je-
des Problem eine Losung parat hat, die Geduld in Person darstellt und mir mit seiner
konstruktiven Kritik immer weiter geholfen hat, danke ich besonders fiir seine geduldige
Einfiihrung in die molekularbiologischen Methoden und die aufmunternden Worte.
Ohne Matthias Milde, der mir geholfen hat alle meine Grafiken zu bearbeiten und meine
beiden Briider Nils und Lukas Lober, die die Formatierung iibernommen haben, ware
diese Arbeit immer noch eine Ansammlung von Textbausteinen. Der griine Korrektur-
stift von Stefanie Heinrich wird mir noch lange in Erinnerung bleiben, vielen Dank fiir
die wichtigen Kritikanmerkungen.

Meinen Eltern danke ich fiir ihre geduldige Art, mich immer wieder aufzumuntern und

mich dréangten, die Arbeit endlich zu vollenden.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1
1.2
1.3

1.4

1.5
1.6

2.1

2.2

Klinische Problematik . . . . . . . . . . ... ... ... ..
Hyperoxie und das sich entwickelnde Gehirn . . . . . . .. ... ... ..
Apoptose . . . ..
1.3.1 Apoptosemechanismen . . . . . . .. .. ... ... ... . ....
1.3.2 Caspasen . . . . . . . ...
1.3.3 Intrinsicher Signalweg . . . . . . . .. ... ... ... .. ...
1.3.4  Extrinischer Signalweg . . . . . . . .. ... ... ...
1.3.5  Neurotrophine . . . . . . . . .. . ...
Neuroprotektive Therapien . . . . . . . . . ... ... ...
1.4.1 Erythropoietin . . . . . .. .. ... ... .. .
1.4.2  Erythropoietin im Gehirn . . . . . ... .. ... 0L
1.4.3 EPO-Stimulierung . . . . .. ... .. ... 0L
1.4.4 EPO-Rezeptor. . . . . . . . . . . . . ... ..
Experimentelle Studien . . . . . . ... ...
Formulierung Fragestellung . . . . . . . .. .. ... .. ... ... ...

Material und Methoden

Chemikalien . . . . . . . . . ..
2.1.1 Puffer und Losungen . . . . . . .. ...
212 Kits . ..
2.1.3 Enzyme und Oligonukleotide . . . . . . . . ... ... ... ....
2.1.4 AntikOrper . . . ...
2.1.5 Geriite und Arbeitsmaterialien . . . . . . ... ... 00
Histologie . . . . . . . . . .
2.2.1 Perfusion, Einbettung, Schnitt . . . . . . ... ... ... ... ..
2.2.2  DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung . . . . . . .. ... .. ... ...
2.2.3 Morphometrie . . . . . . ...

IT

O© J O Ot Ut W = -

e e e e e
S W NN = = O



2.2.4 Statistische Auswertung . . . . . .. ... ...
2.3 Molekularbiologie . . . . . . .. ..o oo
2.3.1 Préaparation der Rattengehirne . . . . . . . .. ..o
2.3.2  Extraktion von Gesamt-RNA nach der sauren Guanidinthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Methode . . . . . . . ... ... . ... ....
2.3.3 RNA-Behandlung mit DNAse I . . . . . ... ... .. ... ...
2.3.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA . . . . . . . ... ..
2.3.5 Reverse Transkription-PCR . . . . . . ... ... ... ... ...
2.3.6  Quantitative Real-Time PCR von BDNF (TagMan-PCR) . . . . .
2.3.7 Proteinextraktion aus Gehirngewebe . . . . . ... ...
2.3.8 Proteinbestimmung mittels BCA-Methode . . . . . .. ... ...
2.3.9  Western Blot fiir Akt, ERK1/2, p-Akt und p-ERK1/2, Caspase-2,
Caspase-3, Caspase-8 und BDNF . . . .. ... ... ... ....
2.3.10 Immunreaktion . . . . . . ... .o oo
2.3.11 Entwicklung und Auswertung mittels Densitometrie . . . . . . . .
2.3.12 Caspase-8-Aktivitdtsassay . . . . . . . . .. ... L.
2.3.13 Caspase-2-Aktivitatsassay . . . . . . . .. ... ... ...

3 Ergebnisse

3.1 Physiologische Parameter der Versuchstiere . . . . . . . .. .. ... ...
3.2 Histologische Untersuchungen . . . . . . . . ... ... ... .......
3.3 Molekularbiologische Ergebnisse . . . . . . .. ... ... ...
3.3.1 Erythropoietin steigert Expression von BDNF . . . .. ... . ..
3.3.2  Erythropoietin verstirkt Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt
3.3.3 Erythropoietin reduziert Proteinexpression der Caspasen-2, -8 und

-3, die durch Hyperoxie induziert werden . . . . . . . . .. . . ..

3.3.4 Bestitigung der Ergebnisse mittels Caspase-2- und Caspase-8- Ak-

tivitatsassay . . . . . ...

Diskussion

4.1 Allgemeine Betrachtung . . . . . . . .. .. .. ... ... ... .. ...
4.2 Hyperoxie . . . . . . . . e
4.3 EPOund BDNF . . . . ... .
44 EPOund Akt, ERK1/2 . . . ... ... .

I1I



4.5 EPOund Caspasen . . . . . . . . .. .. ..
4.6 Affinitdt des EPO-R . . . . . . . ..o
4.7 EPO und EPO-R in der Neurogenese . . . . . . . ... .. .. ... ...
4.8 EPO als korpereigenes Schutzsystem und seine Folgen . . . . . . . . . ..
4.9 Nebenwirkungen von Erythropoietin . . . . . .. .. ... ... ... ..
4.10 EPO und die Blut-Hirn-Schranke . . . . . . .. ... ... .. ... ...
4.11 Klinische Studien mit EPO . . . . . . . ... .. ... 0oL

5 Zusammenfassung

Abkilirzungsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis

Literaturverzeichnis

71

73

75

89



1 Einleitung

1.1 Klinische Problematik

Fortschritte in der Behandlung Friih- und Neugeborener sowie im Bereich der Geburts-
hilfe haben zu einer gesteigerten Uberlebensrate der kleinen Patienten gefiihrt. Die sin-
kenden Mortalitdtsraten gehen jedoch mit einer erhohten Morbidititsrate einher, was
erhebliche soziale, 6konomische und individuelle Konsequenzen zur Folge hat. Besonders
unreife Frithgeborene (24. bis 28. SSW (Schwangerschaftswoche)) haben ein unverén-
dert hohes Risiko, neurologische Folgeschiden zu entwickeln. Unter den Uberlebenden
von Frithgeborenen konnte die EPICure Studie aufzeigen, dass 48 % der Kinder in ih-
rer Entwicklung an Defiziten im Bereich der motorischen Fahigkeiten und kognitiven
Funktionen leiden. Ein grofer Anteil dieser Kinder (23 %) ist im Alter von 30 Monaten
schwer beeintrachtigt und nicht in der Lage, tagliche Aktivitdten wie Essen, Sitzen und
Laufen auszuiiben [1, 2]. Unter den Kindern, die ein extrem niedriges Geburtsgewicht
unter 1000 g aufweisen (ELBW, extrem low birth weight), ist im Alter von fiinf Jahren
nur jedes vierte Kind als innerhalb der normalen Entwicklung einzustufen und 14 % lei-
den an Zerebralparesen oder kognitiven Stérungen [3].

Die Behinderungen der Kinder sind vielfaltig: sowohl schwere neurosensorische Schédi-
gungen wie Lahmung, Blindheit und Taubheit konnen genannt werden, aber auch eine
relativ unkomplizierte neonatale Entwicklung kann zu Sprachstérungen, Aufmerksam-
keitsstorungen, mentaler Retardierung, Lernstorungen, psychiatrischen Erkrankungen
und Hyperaktivitéit fithren. Um das soziookonomische Ausmaf der frithkindlichen Hirn-
schadigung zu unterstreichen, konnen viele verschiedene Daten erhoben werden: ein nied-
riger Intelligenzquotient (IQ-Wert) unter 85 Punkten [4], die erhohte Anzahl an Epilepsie
leidender Kinder [5], das erniedrigte kognitive Leistungslevel in der Schule [6] oder ein
erhohtes Risiko fiir Verhaltensstérungen [7].

Bisher bleibt die Ursache der strukturellen und funktionellen Fehlentwicklung im un-
reifen Gehirn bei einer Vielzahl der Neugeborenen, die an Entwicklungsdefiziten leiden,

unklar. Als Ursachen konnten bereits Minderperfusion, chronische Hypoxie und Ischdmie
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sowie intrauterine und neonatale Infektionen identifiziert werden [8, 9]. Auch Friihge-
burtlichkeit an sich scheint einen Beitrag zu nachhaltigen Storungen zelluldrer und sub-
zelluldrer Mechanismen sowie der genetisch programmierten Gehirnreifung zu leisten,
indem zerebrale Entwicklungsprozesse und die Ausbildung von kortikalen Organisati-
onsmustern gestort werden konnen [10]. Studien bei untergewichtigen Frithgeborenen
haben erstmals 2001 einen Zusammenhang zwischen der neonatologischen Intensivmedi-
zin, insbesondere der mechanischen Beatmung und dem Risiko fiir eine Hirnschadigung
hergestellt. Die Exposition mit Hyperoxie kann zu vermehrten neurologischen Storun-
gen fithren und erhoht das Risiko fiir eine zerebrale Lahmung bei Kindern mit einem
Geburtsgewicht zwischen 500 - 2000 g um den Faktor 2 bis 3 [11].

Die schwach ausgebildete zerebrale Autoregulation und die Bildung freier Radikale durch
Sauerstoff begiinstigen den Zelluntergang und die Entstehung zystischer Formationen in
der weifsen Substanz. Ursachen und Mechanismen fiir einen friithkindlichen Hirnschaden
unterscheiden sich deutlich von denen im ausdifferenzierten Gehirn [12|. Verschiedene ex-
perimentelle Studien legten das Augenmerk auf die schiddigende Wirkung von Sedativa
[13], Antikonvulsiva [14] und Anésthetika [15] im sich entwickelnden Gehirn und zeigten
eine besondere Empfindlichkeit auf, die mit einer vermehrten apoptotischen Neurode-
generation verbunden ist. Die neurotoxischen Effekte dieser Medikamente sind strikt
an eine Entwicklungsperiode gebunden, die durch ein rapides Hirnwachstum und ei-
ne erhdhte Vulnerabilitdt charakterisiert wird. Beim Menschen beginnt diese Periode
des rapid brain growth im letzten Trimester der Schwangerschaft und erstreckt sich
bis ins zweite Lebensjahr [16, 17]. In dieser Zeit kommt es zu wichtigen neuronalen
und glialen Reifungvorgéngen mit Migration und Differenzierung von Nerven- und Glia-
zellen, Ausbildung von Dendriten und synaptischen Verbindungen, Myelinisierung und
physiologisch-apoptotischem Zelltod [18, 19, 20].

Um das Gehirn ndher zu untersuchen, konnen Tierexperimente als Modell dienen. Viele
Tiermodelle verwenden die Ratte wiahrend der vergleichbaren ontogenetischen Phase, die
postnatal beginnt und die ersten drei Lebenswochen umfasst. Die maximale Hirnwachs-
tumsgeschwindigkeit wird in der ersten Lebenswoche beobachtet, die dem neurologischen
Entwicklungsstand eines Fotus der 32.- 34. SSW entspricht und daher ein gutes Modell
zur Studie der Mechanismen darstellt, die zu einer Neurodegeneration in der Perina-
talzeit filhren konnen. In diesem Alter ist die germinale Matrix entwickelt, die Anlage
der cerebralen cortikalen Neuronen vervollstindigt und die weifse Substanz noch nicht

myelinisiert [16].
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1.2 Hyperoxie und das sich entwickelnde Gehirn

Medikamente, die im Erwachsenenalter als sicher und gut erforscht gelten, konnen im sich
entwickelnden Gehirn zu einer diffusen Hirnschadigung fithren und fiir kognitive und mo-
torische Einbufsen im spéteren Alter verantwortlich sein. Sauerstoff wird als Medikament
zur Reanimation, Behandlung des Atemnotsyndroms und der pulmonalen Hypertension
sowie in der Herzchirurgie benutzt. Schon lange ist bekannt, dass die Exposition mit
Sauerstoff bei Frithgeborenen zu Schiaden in unreifen Organsystemen wie Augen und
Lunge fiihrt, indem es zur Ausbildung der Retinopathie des Frithgeborenen (ROP) und
zur Pathogenese der Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) beitragt [21, 22, 23|. Eine Hy-
peroxie Exposition kann aber auch, wie Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten, nicht
nur Schiden an Lunge und Retina auslosen, sondern auch im sich entwickelnden Gehirn
zu einem vermehrten apoptotischen Zelltod fithren. Als Hyperoxie Exposition wird da-
bei der erh6hte Sauerstoffgehalt der Beatmungsluft oberhalb des Sauerstoffgehaltes von
21 % in Raumluft bezeichnet. Mogliche Ursachen hierfiir konnten die limitierten antioxi-
dativen Mechanismen und die gesteigerte Vulnerabilitat unreifer Neuronen gegeniiber
Wasserstoffperoxid sein.

Werden sieben Tage alte Ratten iiber 24 Stunden einer Hyperoxie (in unseren Experi-
menten nutzten wir dazu 80 %-igen Sauerstoff) ausgesetzt, lasst sich histologisch eine
vermehrte Anzahl an degenerierten Zellen feststellen [24]. Dabei zeigt sich, dass nach
24 Stunden die maximale Anzahl an apoptotischen Zellen erreicht ist, die auch durch
eine ldngere Expositionsdauer nicht gesteigert werden kann. Erklarungen hierfiir liegen
moglicherweise in der Nichtnachweisbarkeit apoptotischer Zellen durch Abbauprozesse
oder in der Aktivierung eines Toleranzmechanismus gegeniiber oxidativem Stress [24].
Ein moglicher Mechanismus, der zu einer vermehrten Apoptose fithren kann, ist die Pro-
duktion von freien Radikalen durch oxidativen Stress, die zu einer direkten Schadigung
der Desoxyribonucleinsdure (DNA) sowie zur Schiadigung der mitochondrialen Membran
mit Freisetzung von Cytochrom ¢ und Aktivierung der Caspasen fithren. Auch eine Her-
unterregulation der Expression von Neurotrophinen wie brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), nerve growth factor (NGF), Neurotrophin-3(NT-3) und Neurotrophin-4 (NT-
4) konnte nachgewiesen werden. Dies fithrt zu einer Reduzierung der aktivierten Formen
von rat sarcoma (Ras), Proteinkinase B (Akt) und extracellular signal-requlated kinases
(ERK1/2), die wichtige Proteine in Signalwegen, die fiir das Uberleben der Zelle ko-

dieren, darstellen. Auch die Kombination aus Hyperoxie mit einem Glutathionsynthese-
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Inhibitor steigert die Apoptoserate und fiithrt zu einer Abnahme der Neurotrophine [25].
Eine Exposition neugeborener Ratten mit 80%-igem Sauerstoff von Tag 1 bis Tag 5, ent-
sprechend einem Frithgeborenen der 24. SSW fiihrt zu einer Abnahme der neuronalen
Dichte und zu einer Zunahme des neuronalen Zelltodes [26]. Aber Hyperoxie triggert
auch inflammatorische Prozesse durch die Produktion von Cytokinen: Caspase-1, ein
Interleukin-1 beta converting Enzym (IL-18), ist fiir seine Rolle sowohl in der Vermitt-
lung von Entziindungen als auch fiir die Vermittlung der apoptotischen Signalkaskaden
bekannt. Es katalysiert die Spaltung der Vorlduferproteine von IL-1# und Interferon-
gamma-induzierendem Faktor (IL-18) in die jeweils aktive Form. Durch Hyperoxie wird
die Expression von Caspase-1, IL-1£ und IL-18 gesteigert [27].

Vergleichende experimentelle Studien mit Hyperoxie, Hypoxie oder Kombination aus
beidem zeigen eine vermehrte Caspase-3-Aktivitét als Zeichen der Apoptose [28]. Siriny-
an et al. konnten zusétzlich den entscheidenden Einfluss von Hyperoxie auf die zerebrale
Mikrovaskularisierung und seinen Beitrag zur verminderten Hirnleistung aufzeigen. Un-
ter Hyperoxie kommt es zu einer Degeneration der zerebralen Mikrovaskularisierung,
Abnahme der Gehirnmasse und damit einhergehenden funktionellen Defiziten [29].

Die Exposition des unreifen Gehirns mit Hyperoxie fiihrt zu einer Verdnderung der Gen-
expression und Phosphorylierung von wichtigen Signalwegen, die das neuronale Uberle-
ben kontrollieren. Die Vermutung liegt nahe, dass es zu einem Ungleichgewicht zwischen
neuroprotektiven und neurodestruktiven Mechanismen kommt, welche sich zu Gunsten

der Apoptose verschieben.

1.3 Apoptose

Der programmierte Zelltod, die Apoptose ist ein vielfiltig reguliertes genetisches Pro-
gramm, welches Zeit, Energie, Translation und Transkription von Genen erfordert. Die
Zelle schrumpft bei intaktem Aufbau der Zellmembran zusammen und verdichtet sich. Im
Nukleus kommt es zu einer Kondensierung des Chromatins und zur Bildung sogenann-
ter Chromatinklumpen. Parallel zerfallt die Kernhiille, Nukleoplasma und Zytoplasma
vermischen sich, das Cytoskelett bricht zusammen und die nukleire DNA wird in Stiicke
gespalten. Beim Zerfall der Zelle entstehen die praapoptotischen Koérperchen. Die Ver-
anderung der Zelloberfliche gibt das Signal zur Phagozytose durch Nachbarzellen oder
Makrophagen. Nach der Phagozytose konnen einzelne Bestandteile der Zelle wieder ver-

wendet werden [30].
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Die Apoptose nimmt wihrend der Entwicklung des Zentralnervensystems eine Schliis-
selfunktion ein, da sie einen Regulationsmechanismus fiir {iberschiissig angelegte und
unbrauchbare Neuronen darstellt. Hierbei werden Zellen eliminiert, die falsche Verbin-
dungen gekniipft haben, iiberfliissig angelegt wurden oder einer fritheren Entwicklungs-
stufe angehoren. Sie ist Bestandteil der Morphogenese und Plastizitdt und fiihrt zu
einem optimalen Zahlenverhéltnis zwischen verschiedenen Neuronenpopulationen, Neu-
ronen und ihren Zielzellen [31, 32|. Physiologisch werden Neuronen und Gliazellen wéh-
rend der Hirnreifung auf die Hélfte reduziert, dabei wird Apoptose auf allen Stufen der
Hirnreifung gefunden [32]. Besonders betroffen sind reife Neuronen, die bereits {iber Ver-
bindungen zu afferenten und efferenten Zellen verfiigen [33]. Beobachtungen legen nahe,
dass es sich bei der schiddigungsbedingten Apoptose im unreifen Gehirn um eine Art

Uberaktivierung von physiologischen Apoptosemechanismen handeln kénnte [19, 34].

1.3.1 Apoptosemechanismen

Das zelleigene Apoptoseprogramm kann iiber zwei verschiedene Signalkaskaden aktiviert
werden, einerseits iiber die extrinsische Signalkaskade, auch rezeptorvermittelten Weg
genannt oder andererseits iiber die intrinsische Signalkaskade, sprich den mitochondria-
len Weg. Im Mittelpunkt steht die Permeabilitdt der duferen Mitochondrienmembran
(MOMP). Ist die Mitochondrienmembran einmal permeabilisiert, fithrt dies zum Abster-
ben der Zelle, entweder durch Entsendung toxischer Mediatoren oder durch den Verlust
der mitochondrialen Funktionen [35]. Die Destabilisierung der duferen Membran fiithrt
zur Freisetzung von Proteinen der inneren Mitochondrienmembran wie Cytochrom c, die
die darunter liegende Effektorkaskade aktivieren. Eine Anderung der Permeabilitit der
inneren Membran fiihrt zu einem Anschwellen der Matrix und zur Ruptur der &ufseren
Membran mit Verlust der mitochondrialen Funktionen [36]. Zum Kern der mitochondria-
len Apoptose-Bestandteile gehéren Cytochrom ¢, Apoptose Protease-Aktivator Faktor 1
(APAF-1) und die Initiator-Caspase-9.

1.3.2 Caspasen

Im Zentrum des zelleigenen Totungsprogramms steht die proteolytische Caspasen-Kaskade.
Caspasen sind Enzyme, die im aktiven Zentrum Cystein enthalten und ihr Zielprotein
am Aspartylrest spalten. Vierzehn wurden im menschlichen Korper identifiziert, 2/3 da-

von spielen eine entscheidende Rolle in der Apoptose [37]. Sie werden als Procaspasen
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synthetisiert und durch andere Caspasen nach der Alles-oder-nichts- Regel aktiviert,
um selektive Zielproteine fiir das Uberleben der Zelle zu spalten oder um Proteine des
Zelltodes zu aktivieren. Die Caspasen werden als eine einzige Polypeptidkette mit drei
Domaénen gebildet: eine 20 kDa grofte innen liegende Doméne, welche das aktive Zen-
trum mit der death effektor domain (DED) enthélt, eine zweite 10 kDa grofe Doméne
die sich am C-terminalen Ende befindet und als Caspase Rekrutierungseinheit (caspase-
activating recruitment domain, CARD) bezeichnet wird und eine dritte am NH-2 Ende
gelegene Pro-Doméne, welche Todesdoméne (death domain, DD) genannt wird und Teil
der Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Rezeptor-Familie ist.

Die Caspasen werden je nach Struktur und Funktion in drei Subklassen unterteilt: Grup-
pe 1 (Caspase-1, -4, -5) spielt eine Rolle in der Entziindungsreaktion und besitzt eine
lange Pro-Doméne. Zur Gruppe 2 gehoren Caspasen, die die Apoptose initiieren und
entweder eine DED (Caspase-8, -10) oder eine CARD (Caspase-2,-9) besitzen. In Grup-
pe 3 finden sich Caspasen mit einer kurzen Pro-Doméne (Effektoren), die als Ezecuter
- Caspasen bezeichnet werden (Caspase-3,-6,-7) [38]. Die Kaskade kann auf zwei Wegen
aktiviert werden: einerseits extrazelluldr durch Bindung an einen Todes-Rezeptor, zum
Beispiel CD95 oder TNF mit anschliefender Aktivierung des Death Inducing Signaling
Complex (DISC) mit Caspase-8 und -10, andererseits intrazellulédr iiber Aktivierung der
Signalkaskade {iber das Apoptosom mit Cytochrom ¢, APAF-1 und Caspase-9 [39].

Die Aufgaben der Caspasen-12,-13 und -14 sind bisher nicht hinreichend geklért [40].

1.3.3 Intrinsicher Signalweg

APAF-1 ist der einzige Aktivator der Caspase-9 und iibermittelt nach Bindung mit Cy-
tochrom c die apoptotischen Signale von der zerstorten Mitochondrienmembran zu den
aktivierten Caspasen. Die Interaktion mit Cytochrom c fithrt zu einer dATP-abhéngigen
Konformationséinderung in APAF-1, die die Oligomerisation und Bindung des Apop-
tosom zur Folge hat. Das Apoptosom aktiviert durch Dimerisation die Initiator- pro-
Caspase-9 zu Caspase-9 und fiihrt damit zur Aktivierung von Effektorcaspasen wie
Caspase-3 und -7, die die Spaltung wichtiger Substrate der Zelle einlduten [41, 42].

Die beiden wichtigsten Caspasen in der Ausfiihrung des Zelltodprogrammes sind Caspase-
3 und -9, wobei letztere die erstere aktiviert. Caspase-3 ist fiir die proteolytische Spaltung
verschiedener Proteinsysteme verantwortlich und ein wichtiger Bestandteil des morpho-

genetischen Zelltodes und der normalen Hirnentwicklung. Caspase-3 knockout-Méuse
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sterben in den ersten drei Lebenswochen an massiven Hyperplasien im Gehirn und
anderen Organsystemen [43]. Diese Beobachtungen unterstreichen die Wichtigkeit des

Caspase-3/-9/APAF-1- Komplexes fiir die neuronale Entwicklung.

1.3.4 Extrinischer Signalweg

Die rezeptorvermittelte Kaskade verlauft iiber Aktivierung von Caspase-8. Nach Bindung
an den Todesrezeptor kommt es innerhalb weniger Sekunden zur Bildung des DISC, der
aus dem oligomerisierten Rezeptor, dem Adapter-Molekiil FADD (Fas-assiciated prote-
in with Death Domain), zwei Isoformen der Pro-Caspase-8 (Procaspase -8/a und -8/b),
der Pro-Caspase-10 und c-FLIP (protease-deficient protein) besteht. Eine Folge der In-
teraktion des Komplexes ist die Aktivierung von Caspase-8 und dessen Freisetzung ins
Zytosol, wo das apoptotische Signal {iber Aktivierung der Caspasen-3 und -7 weiter ge-
geben wird [44].

Lange Zeit war die Aufgabe der Caspase-2 in der apoptotischen Kaskade ungeklart. In
einigen Zelllinien wird sie mit dem medikamenten-induzierten Zelltod in Verbindung
gebracht oder als Initiator-Caspase durch zytotoxischen Stress induzierte Apoptose ge-
sehen. Andere Arbeiten identifizieren sie als ersten Mediator in der Hitzeschockprotein-
abhéngigen Apoptose. Lavrik et al. zeigten erstmalig die Rolle der Caspase-2 in der
CD95 vermittelten Apoptose an humanen B- und T- Zelllinien. Procaspase-2 ist Teil des
DISC und wird nach Bindung an den Todesrezeptor innerhalb des DISC aktiviert. Die
untergeordnete Rolle von Caspase-2 in der Auslésung der apoptotischen Kaskade wird
durch den Ausfall der Signaliibermittlung in Abwesenheit von Caspase-8 unterstrichen
[45].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Signalweges der Apop-
tose. Durch einen der Todesrezeptoren, hier CD95 wird das Signal tber DISC, bestehend aus DD,
Adaptermolekiil FADD, der Procaspase-8 und -10, sowie der Procaspase-2 an die Effektorcaspasen-3
und -7 weitergeleitet. Der intrinsische Signalweg wird iber das Mitochondrium vermittelt, aus dem Cy-
tochrom ¢ und APAF-1 freigesetzt werden, die zusammen mit Caspase-9 das Apoptosom bilden, welches
die Effektorcaspasen aktiviert.

Neben APAF-1 und der Caspasenkaskade spielt die Bcl-2 Proteinfamilie (B-cell lympho-
ma 2- family) eine wichtige Rolle in der Steuerung der Apoptose, da sie sowohl anti-
als auch pro-apoptotische Aufgaben erfiillt. Durch die Balance zwischen den Mitgliedern
kann das Uberleben der Zelle bestimmt werden [46]. Sie wird in drei Gruppen unterteilt:
Gruppe I (Bcl-2, Bel-xl) besitzt eine anti-apoptotische Aktivitat iiber Hemmung der
Losung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und iiber Beeinflussung der intrazel-
luldren Kalziumkonzentration [47|, Mitglieder der Gruppe II und IIT (Bax, Bad) wirken
pro-apoptotisch iiber Losung von Cytochrom c [47, 48|.
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1.3.5 Neurotrophine

Hamburger und Levi-Montalcini formulierten 1949 erstmals die These, dass das Uberle-
ben von sich entwickelnden Nervenzellen im direkten Zusammenhang mit der Erreich-
barkeit durch ihre Zielzellen steht [49]. Eine Weiterfiihrung dieser Uberlegung fiihrte
zur Neurotrophinhypothese, die besagt, dass unreife Neuronen zueinander im Wettbe-
werb um eine begrenzte Anzahl an Uberlebensfaktoren /Neurotrophinen stehen. Nur jene
Neuronen werden weiterhin mit Neurotrophinen versorgt, die erfolgreich im FEtablieren
korrekter synaptischer Verbindungen sind [50]|. Martin et al. zeigte wie Neuronen sterben
konnen: ein Entzug der Uberlebensfaktoren wie NGF durch RNA- und Proteinsynthese-
Blockierung fiihrt zu einer Aktivierung des zelluldren Apoptoseprogrammes [51].

Zur Familie der Neurotrophine gehéren NGF, BDNF, NT-3 und NT4/5. Obwohl die
Neurotrophine urspriinglich als neuronale Uberlebenssignale identifiziert worden sind,
werden ihnen inzwischen multiple biologische Funktionen wie Proliferation, axonaler
Transport und synaptische Modulation zugeschrieben. Die Signaliibertragung wird iiber
zwei verschiedene Klassen von Plasmamembranrezeptoren vermittelt: der Tropomyosin
zugehorige Kinase Rezeptor (Trk) und p75 Neurotrophin Rezeptor (p75 NTR). Da-
bei werden iiber die Neurotrophinvorstufen je nach Aktivierungsgrad pro- und anti-
apoptotische Prozesse tibermittelt [52]. Die anti-apoptotische Signalkaskade wird tiber
den Trk-Rezeptor aktiviert, einen Oberflachenrezeptor mit intrinsischer Tyrosin-Kinase-
Aktivitdt. Nach Bindung phosphoryliert Trk mehrere Tyrosinreste, die als Andockstelle
fir andere Molekiile, wie Phosphoinositide 3-Kinase (PI(3)K) oder die mitogen aktivier-
te Protein Kinase (MAPK) dienen [53].

PI(3)K liegt im Zytosol vor und kann direkt durch Bindung an den Trk-Rezeptor ak-
tiviert werden oder indirekt {iber aktiviertes Ras. Es ist an der Regulierung von Akt,
ein Schliisselprotein des Zelliiberlebens beteiligt [54]. Akt greift auf verschiedenste Wei-
se in das Uberlebensprogramm der Zelle ein: es unterbindet die pro-apoptotische Wir-
kung von Bad [55], Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK3) und Caspase-9 und beein-
flusst die Transkriptionsfaktoren Forkhead (FHKRL1), cAMP response element bin-
ding protein (CREB) und nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells (NF-kB). Die MAPK Kaskade wird iiber die Adapterproteine Shc und Ras akti-
viert und beinhaltet die Phosphorylierung und Aktivierung der rat fibrosarcoma kinase
(Raf-Kinase), MAP-Kinase/ ERK-Kinase (MEK) und der extrazelluldren Signalprotein-

Kinase ERK1/2 [56]. Die Abnahme von Neurotrophinen fiihrt zu einer verminderten
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MAP-Kinase- und PI(3)K- Aktivitét, die verschiedene metabolische Verdnderungen wie
eine gesteigerte Bildung von Radikalen, verminderte zelluldre Glukose-Aufnahme und

RNA- und Proteinsynthese verursachen.

TRK
Rezeptor

Tyrosinkinase

Akt
(Proteinkinase B)
.

N

Abbildung 1.2: Signalweg der Neurotrophine iiber den Trk Rezeptor. Uber PI(3)K wird die Protein-
kinase B (Akt) aktiviert, die pro-apoptotische Proteine wie Caspase-9, Bad oder GSK-8 inhibiert. Uber
Ras und Raf wird ein weiteres wichtiges Protein, ERK1/2 aktiviert, das iiber CREB anti-apoptotische
Proteine der Bcl-2 Familie wie Bcl-2 und Bcl-zl aktiviert.

1.4 Neuroprotektive Therapien

Neue Arbeiten beschreiben protektive Mafnahmen wie Caspaseinhibitoren, die sich auf
die Unterbrechung der apoptotischen Kaskade geschiadigter ZNS-Zellen fokussieren [57].
Andere Substanzen wie Magnesium, Fruktose-1-6-biphosphat, Antioxidantien, Allopu-
rinol und NO-Inhibitoren (NG-nitro-L-Arginin) konnten im Tiermodell neuroprotektive
Effekte erzielen [58]. Auch Wachstumsfaktoren des hdmatopoetischen Systems kénnen
seit einiger Zeit ihre anti-apoptotische Wirkung unter Beweis stellen. Zu diesen zahlt als

wichtigster Faktor das Erythropoietin.
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1.4.1 Erythropoietin

Erythropoietin wird seit seiner Einfiihrung als rekombinantes EPO (rEPO) in den neun-
ziger Jahren vielfiltig eingesetzt. Es ist Bestandteil der Therapie von einer Vielzahl
an Erkrankungen wie Andmien bei Nierenversagen, Karzinomen, nach Knochenmark-
stransplantation, chronisch entziindlichen Erkrankungen und HIV-Infektionen. In der
Kinderheilkunde wird EPO zur Therapie der Frithgeborenen-Andmie verwendet. Die
Therapie mit 500IE/ kg/ Woche in Kombination mit Eisen fiihrt zu einer Abnahme der
Transfusionsanzahl und dem zu transfundierenden Blutvolumen [59, 60|. Die neuropro-
tektive Aktivitdt von EPO ist schon seit 15 Jahren bekannt, als man herausfand, dass
Patienten, deren Andmie mit EPO behandelt wurde, eine verbesserte neuromuskulére
Funktion aufwiesen [61]. Verschiedene Wirkweisen kénnten dabei zur Neuroprotektivi-
tat beitragen: Beschrankung der Produktion von reaktivem Sauerstoff und Glutamat,
Modulation von Entziindungen und Immunantwort, direkte vasoaktive Effekte wie die
Umkehr von Vasospasmen, Stimulierung der Angiogenese, Rekrutierung von Stammzel-
len und Abnahme der Apoptose [58, 62, 63].

EPO ist ein Glykoprotein, das sich aus 165 Aminosduren zusammensetzt, an die vier
Kohlenhydratketten gebunden sind. Sein Gewicht betréigt ca. 34 kDa und es besteht zu
60 % aus Aminosauren und zu 40 % aus Kohlenhydraten. Die Sekundér- und Tertidr-
struktur von EPO entsteht durch 5 Helices mit 2 Disulfidbriicken. Durch die Bindung
an den spezifischen Oberflachenrezeptor EPO-R bewirkt EPO seine hamatopoetischen
Eigenschaften durch Proliferation und Ausreifung von Blutvorlauferzellen. Der Reifungs-
prozess vom Proerythroblasten bis zum Retikulozyten wird durch den Einfluss von EPO
von 5 auf 2 Tage verkiirzt.

Der Sauerstoffgehalt des Gewebes, sprich ein Absinken des O,-Partialdruckes, dient als
wichtiger Modulator der Erythropoietinkonzentration im Blut und damit der Erythro-
poese. Wichtigstes Regulationsmodul fiir die endogene EPO-Synthese ist der Hypoxie-
induzierte Faktor (HIF-1), ein Transkriptionsfaktor, der an eine achtbasige Sequenz der
DNA in der Enhancerregion von EPO bindet und zu einer vermehrten Gentranskription
fihrt [64].

1.4.2 Erythropoietin im Gehirn

Frither wurde angenommen, dass die Bildung von EPO ausschliefslich in der fetalen Leber

und der adulten Niere erfolgt. Digicaylioglu fand den ersten Beweis fiir seine mogliche

11
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Neuroprotektivitdt durch Entdeckung von EPO und EPO-R im zentralen Nervensystem
von Mausen [65]. Nagai erweiterte diese Erkenntnis um den Nachweis von EPO/EPO-
R im menschlichen Gehirn [66]. Im Gehirn produzieren und exprimieren verschiedene
Zelltypen wie Astrozyten, Mikroglia, Oligodendrozyten und Endothelzellen EPO und
EPO-R. Die Expression und Verteilung von EPO und EPO-R veréndert sich dabei si-
gnifikant wihrend der Hirnreifung und wird zu deren Ende hin ausdifferenzierter |67, 68|.
Fiinf bis sechs Wochen nach der Empféngnis kann EPO-R erstmalig nachgewiesen wer-
den. Die Expression nimmt im Laufe der Gehirnreifung zu und bis zum Termin der
Entbindung wieder ab [67]. Dagegen steigt die Produktion von EPO im menschlichen
Nervensystem wéhrend der Reifung an und reduziert sich erst nach der Geburt [69].
EPO-R knock-out-Mause zeigen eine verminderte Anzahl an neuronalen Stammzellen,
eine Abnahme der Neurogenese, eine verstirkte Apotose in Gehirn, Herz und Leber,
sowie Organanomalien |70]. Die Vermutung liegt nahe, dass das EPO/EPO-R-System
sowohl einen entscheidenen Teil zur Gehirnreifung, Neurogenese, Ontogenese als auch

zur endogenen Neuroprotektion beitragt |71, 72.

1.4.3 EPO-Stimulierung

Ahnlich dem héimopoetischen System dient HIF-1 auch im ZNS als zelluldrer Sauerstoff-
sensor, der bei abnehmenden O,-Partialdriicken mit der Transkription und Translation
von EPO antwortet. Vier Stunden nach einem hypoxischen Ereignis zeigt sich im Gehirn
ein Maximum EPO mRNA, welches iiber 24 Stunden anhélt, im Vergleich zu einem EPO
mRNA- Anstieg nach 2 Stunden im Gewebe, der tiber 8 Stunden anhélt [73]. Auch meta-
bolische Entgleisungen wie Hypoglykédmie oder starke neuronale Depolarisation konnen
als Reiz dienen, die Genexpression von EPO zu erhohen. Pro-inflammatorische Zytokine
wie TNF-a und IL-1# und méglicherweise EPO selbst konnen ebenfalls die Expression
von EPO-R regulieren |74, 75]. Ein fokaler ischdmischer Hirnschaden bei Mausen fithrt zu
einer signifikanten Steigerung der Expression von EPO und EPO-R in Neuronen, Astro-
zyten und Endothelzellen [76]. In Kulturen neuronaler Zellen des Hippocampus sind
EPO und EPO-R durch Hypoxie induzierbar |77|. Ein hypoxisch-ischdmischer Insult im
neonatalen Rattengehirn steigert die Expression von EPO und EPO-R [75], permanente
Ischdmie aktiviert EPO-R [78].

12
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1.4.4 EPO-Rezeptor

Der EPO-Rezeptor gehort zur Superfamilie der Zytokinrezeptoren. Er besteht aus einer
einzigartigen Alpha-Untereinheit, die fiir die Vermittlung der Erythropoese erforderlich
ist, und einer gewohnlichen Beta-Untereinheit (#cR), auch CD 131 genannt, die Rezep-
torfunktionen fiir den Granulozyten-Makrophagen-Stimulierungsfaktor und IL-3 und -5
tibernimmt |79, 80]. Aktuelle Daten unterstiitzen das Konzept, das EPO-R und #cR zu-
sammen einen Heterorezeptorkomplex bilden, der durch Bindung von EPO homodimeri-
siert und seine gewebeschiitzenden Wirkungen entfaltet [80]. Uber diesen Komplex wird
eine Vielzahl von potentiellen protektiven Wirkungen vermittelt: antioxidative Effekte
iiber die Aktivierung von antioxidativen Enzymen und Hemmung der Lipidperoxidation,
Hemmung der NO-Produktion, Stimulierung der Angiogenese, Modulation der Neuroge-
nese, Reduktion der Glutatmat-Toxizitat und Inflammation sowie Hochregulierung der
anti-apoptotischen Kaskade [58].

Verschiedene Mechanismen scheinen zur neuroprotektiven Wirkung beizutragen. EPO ist
in die Vermittlung der anti-apoptotischen Signalwege durch die Aktivierung des Janus-
Kinase-Signalweges (JAK-2) eingebunden und induziert damit eine Vielzahl von nach-
folgenden Signalwegen wie NF-xb, PI(3)K und MAPK. Zusétzlich kommt es zu einem
Anstieg der Expression der Neurotrophine [81, 82|. Dabei sind in Neuronen die selben
intrazelluliren Signalkaskaden wie in den himatopoetischen Zellreihen zu finden. Uber
PI(3)K mit seiner Signalkaskade iiber Akt und iiber MAPK mit seiner Kaskade iiber
ERK1/2 werden Schliisselkomponenten des Zelliiberlebens aktiviert und das Apoptose-

programm inhibiert.

13



1 Finleitung

\

PKB/AKT

1 L

@

& ik ———> | Apoptose )—J
Aktivierun pop

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Signalwege von EPO. Im Zentrum der Signaliiber-
mittelung steht die JAK-2, die zwei wichtige Signalwege aktiviert. Uber MAPK kann sowohl direkt
die Caspase-Aktivierung unterbunden werden als auch die Signalkaskade iiber ERK, die den pro-
apoptotischen Faktor BAD (Teil der Bcl-2 Familie) und die Caspase-Aktivierung inhibiert. Uber PI(3)K
wird mit Akt direkt die Caspasen-Aktivierung negativ beeinflusst und NFk b aktiviert.

1.5 Experimentelle Studien

Studien der letzten Jahre mit verschiedenen experimentellen Schadigungsmodellen zeigen
die Rolle von EPO als potenten Promoter fiir neuronales Uberleben durch Verminderung
der neuronalen Schédigung, entstanden durch Ischdmie, metabolischen, neurotoxischen
oder exzitotoxischen Stress. Fiir das adulte Gehirn gibt es eine Vielzahl an Studien, im

sich entwickelnden Gehirn ist bisher sehr viel weniger iiber die schiitzende Wirkung von
EPO bekannt.
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In wvitro beschiitzt EPO kortikale und hippocampale Neuronen vor der Toxizitdt von
Glutamat, hypoxischer und ischdmischer Schadigung [77, 83|. Nach einem ischdmischen
Hirnschaden bei Nagetieren verminderte die exogene Gabe von EPO das Ausmaf des
Schadens durch Abnahme der degenerierten Zellen und Reduzierung der Einschréinkun-
gen der Lernfihigkeit [84].

Im Rattenmodell kann neben der verbesserten funktionalen Wiederherstellung eine ge-
steigerte Neurogenese und Angiogenese beobachtet werden [85]. Auch im Modell der
traumatischen Hirn- oder Riickenmarksschiadigung wird eine potente Neuroprotektion
nach der Applikation von EPO beobachtet [86].

In einem Modell der Subarachnoidalblutung im Kaninchen reduziert die EPO-Gabe die
Sterblichkeit, fordert das Wiedererlangen der motorischen Funktionen [87] und mindert
den Verlust der Autoregulation in zerebralen Blutgefifen [88].

Studien am sich entwickelnden Gehirn reduzieren sich auf wenige Schiadigungsmodelle:
nach einer hypoxisch-ischdmischen Gehirnlésion kann durch die Applikation von EPO
eine Reduzierung des Gehirnschadens und langfristig eine Verminderung der sensomoto-
rischen Defizite erreicht werden [89]. Im neonatalen Schlaganfall Modell der Ratte wird
durch die Gabe von EPO neben der Reduzierung des Infarktareals und Infarktvolumens
die Apoptoserate gesenkt und das funktionale Outcome verbessert [90, 91]. Zuséatzlich
moduliert EPO verschiedene anti-inflammatorische Prozesse: durch EPO-Gabe wird die
Rekrutierung der Leukozyten und Microglia in Infarktarealen reduziert und die Produk-
tion von pro-inflammatorischen Cytokinen vermindert [92].

Aber EPO wird nicht nur eine neuroprotektive Wirkung zugesprochen, sondern es kann
auch die Verletzung durch Ischdmie und Reperfusion im Herzen beeinflussen: Reduktion
der Apoptose von Myozyten in der Post-Infarkt-Phase sowie der Infarktausdehnung und
Hyperthrophie von Myozyten [93].
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1.6 Formulierung Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Auswirkung von Hyperoxie auf das sich
entwickelnde Gehirn im Bezug auf unterschiedliche Schiadigungsmechanismen und die
Erforschung einer moéglichen Neuroprotektion durch Erythropoietin.

Dazu werden die Effekte verschiedener Erythropoietinkonzentrationen (10.000 IE/ kg KG
und 20.000IE/ kg KG) im Hyperoxiemodell unter histologischen Gesichtspunkten mit-
einander verglichen, um eine optimale Dosierung fiir eine mogliche Neuroprotektion zu
ermitteln.

Zusatzlich wird untersucht, inwieweit die Exposition mit Hyperoxie zu einer vermehr-
ten neurodegenerativen Entwicklung durch eine Aktivierung der Caspasen als Teil der
apoptotischen Signalkaskade beitrégt. Zur Klarung werden die Effektorcaspase-3 sowie
die Initiatorcaspasen-2 und -8 als Teil der rezeptorvermittelten Signalkaskade auf mole-
kularbiologischer Ebene untersucht. Besteht eine mogliche Neuroprotektion durch EPO,
indem die Steigerung der Apoptose vermittelt {iber die Caspasen reduziert oder gar auf-
gehoben wird. Die Auswirkung von Hyperoxie auf Neurotrophinebene mit Abnahme der
BDNF-Expression und konsekutiver Abnahme der schiitzenden Signalkaskaden tiber p-
Akt und p-ERK1/2 ist bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe dargestellt worden.
An dieser Stelle soll die Einflussnahme von EPO auf Neurotrophinebene unter Hyperoxie
Exposition untersucht werden. Dabei wird die Genexpression von BDNF auf mRNA und
Proteinlevel sowie die Proteinexpression der nachfolgenden schiitzenden Signalkaskaden
tiber die phosphorylierten Formen von Akt und ERK1/2 eingehend analysiert. Anhand
molekularbiologischer Verfahren werden auf Gen- und Proteinebene Tiere unter hyper-
oxischen Bedingungen mit Tieren verglichen, die mit EPO behandelt wurden.

Diese Untersuchungen sollen helfen, die zentrale Frage zu kliaren, ob Erythropoietin ein
geeignetes Mittel darstellt, um die vielfaltigen schiddigenden Auswirkungen von Hyper-
oxie auf das sich entwickelnde Gehirn zu vermindern und welche Mechanismen dadurch

beeinflusst werden.
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2.1 Chemikalien

Bezeichnung Bezugsquelle

Aceton Merck, Darmstadt

Acrylamid Fluka, Buchs, Schweiz

Agar EMS, Fort Washington, USA
Agarose (Standard) Qbigone, Strafsburg, Frankreich
Allantoin Sigma-Aldrich, Steinheim
Ammoniumhydroxid Fluka, Buchs, Schweiz

APS Serva, Heidelberg

Borséaure Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Merck, Darmstadt

BSA Sigma, Steinheim

Cacodylat pH 7,4 Sigma, Steinheim
Chloralhydrat Braun, Ingelheim

Chloroform Merck, Darmstadt
Citronensaure Sigma, Steinheim
p-Coumarsaure Amersham, Buckinghamshire, UK
DTT Sigma, Steinheim

EDTA Merck, Darmstadt

EGTA Serva, Heidelberg
Erythropoietin Rosch, Schweiz

Essigsédure Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
Formaldehyd Riedel-de Haen, Seelze
Gelantine EMS Fort Washington USA
Glycerin Roth, Karlsruhe

Hyperfilm ECL Amersham, Buckinghamshire, UK
[sopropanol J.T. Baker, Deventer, Holland
Kaliumchromsulfat Sigma, Steinheim
Kaliumferrizyanid Sigma, Steinheim
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe

Kupfernitrat Sigma, Steinheim
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Luminol Amersham, Buckinghamshire, UK
(-Mercaptoethanol Fluka, Buchs, Schweiz
Natriumchlorid 0,9% Merck, Darmstadt
Natriumdeoxycholat Fluka, Buchs, Schweiz
Natriumfluorid Fluka, Buchs, Schweiz
di-Natriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
Natriumorthovanadat Sigma, Steinheim
Natriumthiosulfat Sigma, Steinheim
Natriumtetraborat Sigma, Steinheim
Nitrozellulosemembran Schleicher&Schuell Bioscience, Dassel
NP40 Fluka, Buchs, Schweiz
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
Magermilch Roth, Karlsruhe

Methanol Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt
PCR-H50 dd H,0 autoklaviert
Permount Mounting Medium EMS Fort Washington, USA
Ponceau S Roth, Karlsruhe

PMSF Fluka, Buchs, Schweiz
Pyridin Sigma, Steinheim

SDS Roth, Karlsruhe

Silbernitrat Merck, Darmstadt

Stickstoff (fliissig) Linde, Berlin

Temed Serva, Heidelberg

Triton x-100 Sigma, Steinheim

TRIS (ultra) Serva, Heidelberg

Tween 20 Fluka, Buchs, Schweiz

Tabelle 2.1: Chemikalien

2.1.1 Puffer und Lésungen

Die im folgenden aufgefiihrten Puffer und Losungen wurden, falls nicht anders angege-
ben, mit dH>0 hergestellt.

Bezeichnung Inhalt

Auftragspuffer A (fiir Agarosegele) 0,1 % Bromphenolblau, 10mM EDTA,
60 % Glycerin, 100 mM Tris-HCL

Boratpuffer (pH 8,5) 20 mM Borsaure, 50 mM Natriumtetra-
borat
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Gelantine Medium

ECL Losung I

ECL Lésung 11
Kupfer-Silber-Losung
Kupfer-Silber-Féarbung)

(DeOlmos-

Lammli-Puffer

Laufpuffer
5 %-Magermilchlosung
10x PBS (pH 7,4)

4x Trenngelpuffer pH 8,8 (Western
Blot)

4 x Sammelgelpuffer (Western Blot)
10x Taq DNA Olymerase-Puffer

TaQ Core Kit

Transferpuffer
TBS-Tween
Reduktionslosung  (DeOlmos-Kupfer-
Silber-Farbung)

RIPA-Puffer

Silber Diamin Losung (DeOlmos-
Kupfer-Silber-Farbung)

TAE-Laufpuffer

0,3% Gelantine, 0,03 % Kaliumchrom-
sulfat

2,5mM Luminol, 0,4mM p-
Coumarséaure, 100 mM Tris-HCL
(pH 6,8)

100 mM Tris-HCL (pH 6,8)

0,0064 % Allantoin, 0,04 x Boratpuffer,
0,07 % Ethanol, 0,0064 % Kupfernitrat,
0,04 % Pyridin, 0,64 % Silbernitrat
0,1% Bromphenolblau, 50% Glyce-
rin, 5% - Mercaptoethanol, 2% SDS,
0,125 M Tris-HCL (pH 6,8)

14,4 Glycerin, 3,1 Tris, 1 SDS

5% Magermilch in TBST

81mM di-Natriumhydrogenphosphat,
9% Natriumchlorid, 19mM Natrium-
dihydrogenphosphat

18,16 Tris, 0,4 SDS

6,06 Tris, 0,4 SDS

2% BSA, 0,5M Kaliumchlorid, 1% Tri-
ton

x-100, 0,1 Tris-HCL (pH 9), 15mM Ma-
gnesiumchlorid

0,58 Tris, 0,293 Glycerin, 20 Methanol
150mM Natriumchlorid, 0,1% Tween
20, 10mM Tris-HCL (ph7.,4)

0,007 % Citronensaure, 10% Ethanol,
0,04 % Formaldehyd

0,5mM DTT, 1mM EDTA, 1mM
EGTA, 0,5% Natriumdeoxycholat,
ImM PMSF, 20mM Natriumfluorid,
1% NP40, 1 mM Natriumorthovanadat,
0,1 % SDS in 1x PBS (pH 7,4)

0,13M Ammoniumhydroxid, 0,1 % Na-
triumhydroxid, 10 % Silbernitrat
10mM EDTA, 2,3% Essigsdaure, 0,5M
Tris

Tabelle 2.2: Puffer und Lésungen
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2.1.2 Kits

Bezeichnung

Bezugsquelle

Caspase-8 Aktivitédtsassay

Caspase-2 Aktivitatsassay
Micro-Bicinchoninséaure-Assay
peqGOLD RNA-Pure

Taq Core Kit

TagMan Ribosomal RNA Control Re-
agents (185 rRNA)

TaqMan Universal PCR Master Mix No
AmpErase UNG

Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell
System

Sigma, Steinheim

Chemicon, Bad Schwalbach
Interchim, Montlucon, Frankreich
Peqlab, Erlangen

Qbiogene, Strakburg, Frankreich
Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Tabelle 2.3: Kits

2.1.3 Enzyme und Oligonukleotide

Bezeichnung

Bezugsquelle

DNAse I, RNAse frei
M-MLV Reverse Transkriptase
Oligo(dT) Primer

Boehringer, Mannheim
Promegan, Mannheim
Promegan, Mannheim

Tabelle 2.4: Enzyme und Oligonukleotide
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2.1.4 Antikorper

Bezeichnung

Bezugsquelle

(-Aktin (monoklonaler Mausantikorper)
BDNF (polyklonaler Kaninchenantikorper)

Sigma, Steinheim
Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, USA
p-Akt (polyklonaler Kaninchenantikorper) Cell Signaling Technology, Boston,
USA
Akt (polyklonaler Kaninchenantikérper) Cell Signaling Technology, Boston,
USA
p-ERK 1/2 (polyklonaler Kaninchenantikorper) Cell Signaling Technology, Boston,
USA
ERK 1/2 (polyklonaler Kaninchenantikérper) Cell Signaling Technology, Boston,
USA
Caspase-2 (polyklonaler Kaninchenantikérper) — Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA
Caspase-3 (polyklonaler Kaninchenantikérper)  Cell Signaling Technology, Boston,
USA
Caspase-8 (polyklonaler Kaninchenantikorper) Chemicon International, Cary,
USA
Tabelle 2.5: Antikorper
2.1.5 Gerate und Arbeitsmaterialien
Bezeichnung Bezugsquelle

ABI PRISM®) 96-Well Optical Reacti-
on Plates und MicroAmp Optical Caps
Blotting Box

Blot Paper Extra thick Protean XL Size
Chirurgische Instrumente
Deckglaschen
Elektrophoresekammer
Entwicklungsmaschine
5000RA

Feinwaage MC 2108
GelBond PAG Film (21 x 21,3 cm)
Geldokumentationssystem
Gelfilmtragerfolien Gel-Fix for PAG
Glasplatten

Homogenisationsgefafs

X-OMAT
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Applied Biosystems, Darmstadt

Biometra, Gottingen

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
EMS, Fort Washington, USA
Roth, Karlsruhe

Biometra, Gottingen

KODAK, Stuttgart

Sartorius, Gottingen

Serva, Heidelberg

BioDocAnalyze Biometra, Géttingen
Serva, Heidelberg

Diagen, Hilden

VWR International, Darmstadt
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Horizontales Elektrophoresesystem Easy Cast AGS, Heidelberg
Hypercassette ™ Amersham Biosciences, Freiburg
Hyperfilm ™ (ECL) Amersham Biosciences, Freiburg
Injektionskaniilen (Butterfly) B. Braun, Melsungen
Inkubationsbox Perfect Western™ GenHunter, Nashville, USA
Kiihlzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
Laborwaage BL 15005 Sartorius, Gottingen
Leuchtkasten Roth, Karlsruhe

Lichtmikroskop BX60 Olympus, Hamburg
Magnetriithrer MR3001 Heidolph, Kelheim

Mikrotom VT 10000 S Leica Microsystems, Wetzlar
Mikroplattenreader Perkin Elmer, Weiterstadt
Mini-PROTEAN®)3-Gelsystem Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Nitrocellulosemembran Schleicher + Schuell Biosciences, Dassel
Objekttrager Roth, Karlsruhe
PCR-Thermocycler Gene Amp-PCR Elmer, Weiterstadt

System

Perfect Western ™ GenHunter, Nashville, USA
pH-Meter GPHR 1400A Greisinger, Regenstauf

Pipetten und Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
Prézisionswaage MC 210S Sartorius, Gottingen

Protean BA 83, Nitrocellulosemembran A. Hartenstein, Wiirzburg
Schiittelinkubator Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Schiitteltisch Stovall Belly Dancer Castle Scientific, Emersacker
Semi Dry Blot Anlage Trans-Blot SD BioRad, Miinchen

Semi-Dry Transfer Cell BioRad, Miinchen
Spektralphotometer Ultraspec®) 111 Pharmacia, Freiburg
Stereotaktisches Gerat David Kopf Instruments, Tujunga, USA
Taumel-Wipptisch WT12 Biometra, Géttingen
Trans-Blot-SD-System Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Transportinkubator T 1500 MEDAP, Hanau
Umlufttrockenschrank UT 6000 Heraeus, Hanau

Vortexgerdt REAX 2000 Heidolph, Kelheim

Zentrifugen 5804 und 5417C Eppendorf, Hamburg

Tabelle 2.6: Gerate und Arbeitsmaterialien
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2.2 Histologie

Fiir die histologischen Versuche verwendeten wir sechs Tage alte Han Wistar Ratten.
Die Tierlieferung erfolgt durch das FEM (Forschungseinrichtungen fiir experimentelle
Medizin) Steglitz, Berlin. Die Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den
Richtlinien zu Tierversuchen der Humboldt Universitét, Berlin durchgefiihrt.

Fiir die histologischen Methoden erhalten die Tiere nach unten stehendem Schema intra-
peritoneal zum Zeitpunkt 0 Erythropoietin mit einem Injektionsvolumen von 0,1 ml/10g
Korpergewicht in den verschiedenen Dosierungen oder als Kontrolle die dquivalente Men-

ge an Natriumchlorid 0,9 % (NaCl).

7 Tiere | NaCl 0,9% 24 h Normoxie 21 % O,
12 Tiere | 10.000 IE EPO
11 Tiere | 20.000 IE EPO | 24 h Hyperoxie 80 % O | DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung
8 Tiere | NaCl 0,9%

Tabelle 2.7: Versuchsaufbau fiir die histologischen Untersuchungen

Nach der Injektion werden die Jungtiere nach kurzer Karenz wieder zu ihrer Mutter
zuriickgesetzt, um den Stress so gering wie moglich zu halten und um einer Hypothermie
vorzubeugen. Die Wurfgrofe betriagt zwischen neun und fiinfzehn Wurfgeschwistern und
das Gewicht der einzelnen Tiere liegt zwischen 12 g und 16 g. Nach der Behandlung mit
EPO oder NaCl 0,9 % werden die Tiere iiber 24 Stunden bei Hyperoxie mit 80 % O, im
Inkubator belassen oder als Kontrolle mit der Mutter bei Raumluft (21% O;) gehalten.

In der Behandlung aller Tiere gab es keine Unterschiede.

2.2.1 Perfusion, Einbettung, Schnitt

Die Versuchstiere werden 24 Stunden nach Versuchsbeginn und Exposition mit Sau-
erstoff sowie Behandlung mit EPO mit einer hochdosierten Gabe von Chloralhydrat
betdubt und nach chirurgischer Eroffnung des Thorax iiber eine in die Aorta vorge-
schobene stumpfe Kaniile mit einer 4 %-igen Paraformaldehydlosung mit 2 % Cacodylat
perfundiert. Nach der Perfusion werden die Gehirne aus den Schadeln préapariert und bis
zur Farbung in 4 %-iger Paraformaldehydlosung mit 2 % Cacodylat bei 4°C gelagert.

Fiir die DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung werden die Gehirne nach dreitagiger Nachfi-

xierung in Agar eingebettet und an einem Mikrotom mit vibrierendem Messer koronar
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in 70pum diinne Scheiben geschnitten. Jeder fiinfte Schnitt wird fiir die Farbung ausge-
wéhlt. Nach nochmaliger Nachfixierung tiber 2 Tage in 4 %-iger Paraformaldehydlosung

kénnen die Schnitte nach dem DeOlmos Protokoll gefarbt werden.

2.2.2 DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung

Die von DeOlmos entwickelte Kupfer-Silber-Féarbung zeigt unabhéngig vom Pathome-
chanismus degenerierende Axone und Neuronen auf, die sich bei mikroskopischer Unter-
suchung dunkelbraun bis schwarz vom iibrigen bernsteinfarbenem Hintergrund abheben.
Sie beruht auf einer Reaktion des Axoplasmas von degenerierenden Neuronen mit dem
Silbersalz, welches durch die durchléssig gewordene Zellmembran der geschadigten Neu-
rone in die Zellen eindringen kann. Sie ist kostengiinstig und leicht durchfiihrbar und
eignet sich besonders gut fiir Screeninguntersuchungen und fiir Experimente, bei denen
eine grofte Fallzahl benétigt wird. Sie sagt jedoch nichts iiber den Pathomechanismus
aus, der zu der neuronalen Degeneration gefiithrt hat, sondern nur, dass Zellen zu Grun-
de gegangen sind |94, 95]. Als Bestatigung dafiir, dass dieser neurodegenerative Prozess
tatséachlich dem physiologischen aktiven Zelltod gleicht und somit apoptotischer Natur
ist, wurden in fritheren vergleichenden Arbeiten lichtmikrokopische Verfahren in Form
der TUNEL-Farbung und elektronenmikroskopische Untersuchungen angewendet.

Zunéchst werden die Schnitte bei Dunkelheit 48 bis 72 Stunden in einer Kupfer-Silber-
Losung inkubiert. Nach der Reinigung mit reinem Aceton erfolgt die 35-miniitige Inku-
bation mit Silber-Diamin Loésung. Unter Agitation werden die Schnitte in der Losung
aus Ethanol, Formaldehyd und Zitronensdure reduziert. Dann werden sie einzeln mit
0,3 % Kaliumferrizyanidlosung gebleicht. Zweimaliges Waschen mit zweifach destillier-
tem Wasser stellt die Vorbereitung zur abschlieffenden Stabilisierung des Farbeergeb-
nisses iiber eine Minute mit 0,1 % Natriumthiosulfatlosung dar. Die Praparate werden
anschliefsend mit Hilfe eines Gelatine-Mediums auf einen Objekttriger aufgebracht. Nach
Dehydratation in einer aufsteigenden Alkoholreihe konnen die Praparate mit Hilfe von

Paramount-Medium mit Deckglédsern versehen werden.

2.2.3 Morphometrie

Auch in der physiologischen Entwicklung zeigt das infantile Rattengehirn histologisch
nachweisbare Apoptose. Um diese von artifiziell erzeugten Lésionen zu unterscheiden, ist

eine genaue Quantifizierung des Ausmalfes der Apoptose notwendig. Die stereologische
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Dissektionsmethode (unbiased stereological dissector method) ist fiir diese Untersuchung
gut anwendbar. Darunter ist die Aufteilung eines grofen Gewebeblockes in kleine, z&hl-
bare Untereinheiten zu verstehen. Diese Fragmente werden mit Hilfe eines fixen Zahlrah-
mens von 0,05 x 0,05 mm ausgezihlt. Dieser Zdhlrahmen gibt die Ausdehnung in einer
Ebene vor. Die dritte Dimension, die zur Beurteilung eines dreidimensionalen Objektes
notwendig ist, wird durch die Dicke des Schnittes bestimmt, die in diesem Fall 0,07 mm
betrug. Das Ergebnis dieser ausgezéhlten Untereinheit wird mit der Gesamtzahl aller Un-
tereinheiten multipliziert. Als Endresultat erhélt man die Zellzahl in einem bestimmten
Gewebevolumen. Der Zusatz stereological dissector bedeutet, dass man mit dem Mikro-
skop den Schnitt in verschiedenen Ebenen fokussiert. Innerhalb einer Hirnregion werden
zufillig acht Felder ausgesucht und ausgezahlt. Die Dichte an degenerierenden Zellen
wird fiir die einzelnen ausgezéhlten Regionen ausgewiesen und dann mit den einzelnen

Zelldichtewerten zu einer Gesamtmenge summiert [96].

2.2.4 Statistische Auswertung

Die Auszéhlung der Préparate, die mit der DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung angefer-
tigt wurden, erfolgt blind und wurde initial durch erfahrene Untersucher kontrolliert.
Das Endresultat wird als numerische Neuronendichte angegeben (degenerierte Neuro-
ne pro Kubikmillimeter). Folgende 13 Hirnregionen flossen in die Auswertung mit ein:
Subikulum, Nukleus caudatus, lateraldorsaler, mediodorsaler und ventraler Thalamus,
frontaler Kortex (Lamina 2 und 4), Gyrus cinguli (Lamina 2 und 4), parietaler Kortex
(Lamina 2 und 4) und retrosplenialer Kortex (Lamina 2 und 4). Die Ergebnisse der
Einzelzahlungen jeder Region werden gemittelt. Die Unterschiede zwischen den ermit-
telten Gesamtmengen der Versuchsgruppen kann mit Hilfe des Student “s t-Tests auf
ihre Signifikanz hin {iberpriift werden. Die Auswertung der ermittelten Dichtewerte in
den einzelnen Regionen ermoglicht durch Ermittlung eines jedem Hirn entsprechenden
Gesamtscores untergegangener Zellen einen direkten Vergleich zwischen den Tieren der

einzelnen Versuchsgruppen (Hyperoxie-Exposition und EPO-Behandlung).
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Abbildung 2.1: ausgezdihlte Hirnregionen in den rostralen und kaudalen koronaren Hirnschnitten

2.3 Molekularbiologie

Fiir die molekularbiologischen Versuche werden 5 Guppen angelegt, die die Zeitstufen 2,
6, 12, 24 oder 48 Stunden abdecken. Jede dieser Ubergruppen wird in zwei Untergruppen
mit jeweils 6 Han Wistar Ratten im Alter von sechs Tagen unterteilt, die zusammen mit
der Mutter in Hyperoxie (80 % O,) inkubiert werden und vorher entweder Erythropoietin
(20.000 IE/kg) oder als Kontrolle 0,9 % NaCl (0,1ml NaCl 0,9 % pro 10g Koérpergewicht)
intraperitoneal erhalten. Als Kontrolle dienen 6 Tiere, die iiber 24 Stunden Normoxie
(21 % O) ausgesetzt worden sind. Nach unseren histologischen Ergebnissen haben wir
uns fiir die molekularbiologischen Untersuchungen fiir die Erythropoietin Dosierung von
20.000 IE/kg entschieden, da diese eine gute Wirkung beziiglich der Reduzierung der
apoptotischen Zellen aufzeigen konnte.

Die Ratten werden nach aufgefiihrtem Schema behandelt und zu den verschiedenen
Zeitpunkten dekapitiert. Bei dem Teil der Tiere, die iiber 48 Stunden mit Hyperoxie
behandelt werden, musste die Mutter nach 24 Stunden ausgewechselt werden, um ein

Sterben der Mutter an einem Atemnotsyndrom zu verhindern.

6 Tiere 6 Tiere 6 Tiere 6 Tiere 6 Tiere
2h Hyperoxie 6 h Hyperoxie 12h Hyperoxie 24h Hyperoxie 48 h Hyperoxie

2h Hyperoxie mit | 6 h Hyperoxiemit | 12h  Hyperoxie | 24h  Hyperoxie | 48h  Hyperoxie
EPO Epo mit EPO mit EPO mit EPO

Tabelle 2.8: Versuchsaufbau fiir die molekularbiologischen Untersuchungen
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2.3.1 Praparation der Rattengehirne

Die Tiere werden dekapitiert und das Gehirn mit einem Spatel und einer Pinzette vor-
sichtig herausprapariert. Anschliefsend werden die Gehirne in fliissigem Stickstoff schock-

gefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2.3.2 Extraktion von Gesamt-RNA nach der sauren
Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode

50- 100 mg der gefrorenen Hirnhélften werden in ein 1,5ml Eppendorfgefafs iiberfiihrt,
mit 0,8 ml peqGOLD RNA-Pure versetzt und anschliefend durch mehrfaches Auf- und
Abpipettieren homogenisiert, sowie fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Die Ansétze werden mit 160 ng Chloroform gemischt und fiir 15 Sekunden auf dem Vor-
tex geschiittelt. Nach Inkubation bei RT fiir 10 Minuten werden die Ansétze bei 12000 g
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die wéssrige obere Phase wird abpipettiert und in ein neu-
es Eppendorfgeféfs iiberfiihrt. Nach Zugabe von 500 ul Isopropanol und Inkubation bei
RT iiber 15 Minuten wird die Gesamt- RNA prézipitiert. Die Ansétze werden dazu
erneut bei 12000g zentrifugiert und das nach Entfernen des Uberstandes zuriickblei-
bende RNA-Prézipitat wird zweimalig mit 75 %-igem Ethanol gewaschen, anschliefsend
fiir 30 Minuten Luft getrocknet und nach Verdiinnung mit 30 ul PCR-H50 bei -80°C
gelagert. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit wird ein Aliquot im

UV-Spektralphotometer bei 260 und 280 nm vermessen.

2.3.3 RNA-Behandlung mit DNAse |

Um nach der Extraktion der RNA sicher auszuschliefsen, dass die gewonnenen Proben
keine chromosomale DNA mehr enthalten, findet die Behandlung mit DNAse I nach
folgendem Ansatz statt. Danach werden die Proben fiir eine Stunde bei 37°C gelagert.

Komponente Volumen | Endkonzentration
Gesamt-RNA x pul 1 g
DNAse I (10U /pl) 2l 0,8U/ul
5x Reaktionspuffer 5l 1x
5x Reaktionspuffer | add 25 pul -
> 25 pl -

Tabelle 2.9: Ansatz DNAse-Behandlung
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Nach Entfernung der DNAse I mit einem Volumen Roti®)-Phenol/Chloroform wirde die
wassrige Oberphase nach Zentrifugieren bei 14000 g fiir zwei Minuten bei 4 °C in einem
neuen Gefaf mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2), 0,5 ul Glykogen (20 mg/ ml)
und dem dreifachen Volumen eiskaltem 96 %igen Ethanol gemischt und anschliefsend bei
-20°C fiir 12 Stunden inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 20 Minuten bei RT und
zweimaligem Waschen mit eiskaltem 75 %-igem Ethanol wird das Pellet wieder in 35 ul
PCR-H0 resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt photometrisch bei 260
und 280 nm im Spektralphotometer und beruht auf dem Absorptionsmaximum der aro-
matischen Pyridin- und Pyrimidinringstrukturen der Nukleinsdurebasen bei 260 nm. Pro-
teine mit aromatischen Aminosédureresten zeigen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm.
Der Quotient der beiden gemessenen Werte sollte bei kontaminationsfreier RNA-L6sung
bei 1,8-20 liegen.

2.3.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Um die Integritéit der ribosomalen RNA und das Nichtvorhandensein eventueller DNA-
Fragmente zu iiberpriifen, wird eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Fiir die Herstellung des Laufgels erhitzt man ein 1% Agarose (1g Agarose in 100 ml
TAE-Puffer) in der Mikrowelle und gieft die erhitzte Gellosung anschliefsend in eine
horizontale Gelkammer. 250 ng RNA enthaltende Proben werden mit PCR-H,0 auf 9 pul
verdiinnt und mit 1 ul Auftragspuffer A versehen. Fiir 30 Minuten werden die Proben bei
100 Volt in TAE-Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Beendigung der Elek-
trophorese erfolgt die Farbung fiir 10 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung und das
Sichtbarmachen des Ergebnisses unter UV-Licht mit abschliefsender photographischer

Dokumentation.

2.3.5 Reverse Transkription-PCR

Die Reverse Transkription bietet die Moglichkeit, RNA-Molekiile mittels der PCR-
Technologie zu amplifizieren und somit die Genexpression auf mRNA-Ebene zu ana-
lysieren. Da die verwendete Taq-Polymerase aber nicht in der Lage ist, einzelstrangige
RNA als Matrize zu benutzen, muss die mRNA zunéchst in cDNA umgewandelt wer-
den. Mittels einer RNA-abhéngigen RNA-Polymerase, der reversen Transkriptase, wird
aus der einzelstriangigen mRNA eine komplementére DNA (¢cDNA) synthetisiert. Diese

einzelstriangige cDNA kann mit der Tag-Polymerase zum Doppelstrang vervollstandigt
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und mit der PCR amplifiziert werden.
Die Umschreibung der mRNA in ¢cDNA, die vorher mit einer DNAse I behandelt wurde,

erfolgt mit dem Enzym M-MLV-Reverse Transkriptase nach folgendem Reaktionsansatz:

Komponente Volumen | Endkonzentration
mRNA x pul 1pg
Oligo (dT) Primer 1l 1,4 uM
PCR-H>0 add 25,4 ul -
> 25,4 ul -

Tabelle 2.10: Reaktionsansatz fiir die RT-PCR

Nach Inkubation der Ansétze fiir 10 Minuten bei 70°C und anschliefsenden 2 Minuten
auf Eis werden die Proben mit 9,6 ul eines Master-Mix (0,3 mM dNTPs, 0,6U/ ul Rna-
sin, 5,7U/ pl M-MLV-RT, 7,0 ul 5x Reaktionspuffer) vermischt. Im Thermocykler erfolgt
die Inkubation iiber eine Stunde bei 42 °C. Zur Inaktivierung der reversen Transkriptase
werden die Proben anschliefsend fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und dann fiir 5 Minuten
auf Eis inkubiert.

Zur Kontrolle, ob die reverse Transkription erfolgreich war, wird vor der weiteren Ver-
wendung der cDNA eine Kontroll-Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit #-Aktin durch-
gefiihrt. f5-Aktin ist dabei ein bewéhrtes Gen, da es ubiquitar exprimiert wird. Die Am-
plifizierung von so genanten Housekeeping- Genen, wie f-Aktin, welches in allen Zellen
vorkommt und unabhéngig vom Zeitpunkt immer quantitativ gleichméfig stark expri-
miert wird und damit zu einem konstanten Signal fiithrt, ermoglicht die Schaffung eines
Vergleichsstandardes und einer semiquantitativen Abschéatzung.

Die PCR erfolgt nach der so genannten Heifsstart-Methode (hot start), da dadurch die
Effektivitéat, Spezifitdt und Prézision der Amplifizierung erhoht wird und unspezifische
Primeranlagerungen und die Primeroligomerisierungsrate reduziert werden. Zur PCR
gehoren folgende drei Schritte: Denaturierung der Matrize, Hybridisierung der Primer
mit der cDNA (Annealing) und Verldngerung der hybridisierten Primer durch die Taq
DNA- Polymerase (FEztension, Elongation). Die Amplifikation des zu untersuchenden
Gens £-Aktin erfolgt nach dem folgenden PCR-Programm:
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Reaktion Zeit | Temperatur | Zyklenzahl
initiale Denaturierung | 5 Min 94°C 1
zyklische Denaturierung | 45 Sek 94°C
Primerannealing 1 Min 55°C 30
Primerextension 1 Min 72°C
finale Elongation 7 Min 72°C 1

Tabelle 2.11: Verlaufsprogramm der semiquantitativen PCR mit -Aktin

Zur Kontrolle der Amplifizierung wird anschliefsend eine gelelektrophoretische Auftren-
nung des $-Aktin-PCR-Produktes durchgefiihrt.

2.3.6 Quantitative Real-Time PCR von BDNF (TagMan-PCR)

Die quantitative Bestimmung des BDNF-mRNA-Expressionsniveaus iiber 48 Stunden in
den einzelnen Versuchsgruppen erfolgt mit der Real-Time PCR in Form der TagMan-
PCR. Bei der TagMan-PCR werden zwei sequenzspezifische Primer in Verbindung mit
einer doppeltmarkierten Fluoreszenssonde (TagMan-Sonde)verwendet, die sich zwischen
diese beiden Primer sequenzspezifisch an die DNA anlagert. Fiir die BDNF-spezifischen
Primer wird das 5 - Ende der Sonde mit dem fluoreszenten Reporter-Farbstoff 6-Carboxy-
Fluoreszein (FAM) markiert, das 3°- Ende ist mit dem Quencher-Fluoreszenzfarbstoff
6-Carboxy-Tetramethylrhodamin (TAMRA) beladen, der mit einem Phosphatrest blo-
ckiert ist. Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenlédnge (488 nm) zur Fluo-
reszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes aufgrund der raumli-
chen Ndhe zum Quencher durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdriickt.
Wihrend der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunéchst an den Matrizen-
Strang. In der Extensionsphase trifft die Tag-Polymerase nun auf diese Sonde und be-
ginnt sie zu verdrangen. Es entsteht eine Y-férmige Sekundérstruktur, wodurch die 5’-
3’-Exonuklease-Aktivitat der Taq DNA Polymerase aktiviert und die Sonde abgetrennt
wird. Durch die Hydrolyse der Sonde wird die rdumliche Néhe zwischen Quencher und
Reportermolekiil unterbrochen, dadurch wird der Fluoreszenzenergietransfer unterbro-
chen und die abgegebene Fluoreszenz kann detektiert werden. Entsprechend der Akku-
mulation von PCR-Produkten steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem Zyklus
an. Das dabei gebildete Signal ist strikt sequenzspezifisch, da nicht 100 %ig gebundene
Sondenmolekiile verdringt werden, noch bevor die 5 *-3 “-Exonuklease-Aktivitat aktiviert

wird. Unter der Annahme einer 100 %igen Effizienz einer PCR kann man von einer Ver-
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doppelung der Reaktionsprodukte aus dem vorangegangenen Zyklus ausgehen.

Vor diesem Hintergrund kann eine Zielsequenz relativ in ihrer Expression zu einer zwei-
ten, nicht verwandten Sequenz (Standard) bestimmt werden. Mit der ACt-Methode kann
die BDNF-mRNA-Expression mit der 185 rRNA als endogenes Referenzgen bestimmt
werden, da die Expression von 18S rRNA durch dussere Einfliisse nicht verdndert wird.
Die unbekannte Menge der Zielsequenz wird semiquantitativ auf das Signal des Stan-
dards bezogen. Um die BDNF-mRNA-Expression mit der vergleichenden ACt-Methode
quantifizieren zu konnen, wird vorher die Effizienz fiir BDNF und 18S rRNA bestimmt,
indem verschiedene cDNA-Konzentrationen fiir BDNF (2ng, 8ng, 32ng, 128 ng) und
18S rRNA (5 pg, 20 pg, 40 pg, 80 pg, 160 pg, 320 pg) in der real-time-PCR eingesetzt wer-
den, um die optimale cDNA-Menge zu bestimmen. Fiir die Quantifizierung der BDNF-
mRNA-Expression wurden die in den Versuchen zur Bestimmung der Effizienz erhaltenen
optimalen cDNA Konzentrationen von 25ng cDNA fiir BDNF und 100 pg ¢cDNA fiir 18S
rRNA verwendet.

Fiir die realtime PCR fiir BDNF wird folgender Ansatz nach Anleitung des Herstellers
(Applied Biosysytems, Foster City, USA) verwendet:

Komponente Volumen | Endkonzentration
cDNA-Verdiinnung 9 ul 25ng
Sonde 1pd 1x
Master-Mix 1 pl 1x
> 20 pl -
Tabelle 2.12: TagMan PCR-Ansatz zur Effizienzbestimmung der BDNF-mRNA-
Expression

Bei dem verwendeten TaqgMan Ribosomal RNA Control Reagent Kit fiir 185 rRNA ist
die Sonde am 5’-Ende mit dem Farbstoff VIC, am 3’-Ende mit dem Farbstoff TAMRA
markiert. Zur Bestimmung der 18S rRNA als internen Standard wird folgender Ansatz

benutzt:
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Komponente Volumen | Endkonzentration
cDNA-Verdiinnung | 9,7 ul 100 pg
Sonde 0,1 pl 1x
Master-Mix 10 pl 1x
Vorwarts-Primer 0,1 pl 1x
Riickwarts-Primer 0,1 pl 1x
> 20 pl
Tabelle 2.13: TagMan PCR-Ansatz zur Effizienzbestimmung der 18S rRNA -
Expression

Jede Probe wird als Dreifachbestimmung in einem gesamten Probenvolumen von 20 ul
eingesetzt. Die Amplifikation wird in 96-er Lochplatten fiir 40 Zyklen durchgefiihrt. Je-
der Zyklus durchlauft 95°C fiir 15 Sekunden und 60°C fiir 1 Minute. Zum Ausgleich
eventueller Schwankungen aufgrund von moglichen Pipettierfehlern ist dem TagqMan
PCR-Reaktionsansatz ein passiver Referenzfarbstoff (ROX) beigefiigt, der in die Analy-
se der Fluoreszenssignale mit einflieft.

Der verwendete PCR-Zykler heifst ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems). Die er-
haltenen Daten werden mit der ACt Methode quantifiziert.

2.3.7 Proteinextraktion aus Gehirngewebe

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen aus Hirngewebe miissen diese zunachst se-
lektiert werden. Dazu werden 20-50 mg der in -80 °C gelagerten Gewebeproben in einem
1,5 ml Eppendorfgefifs mit 300 ul RIPA-Puffer versehen und durch mehrfaches Auf- und
Ab-pippetieren homogenisiert. Das Homogenat wird fiir 10 Minuten mit 3000 g in der
Kiihlzentrifuge bei 4 °C zentrifugiert, wodurch es zu einer Auftrennung in ein festes Sedi-
ment mit nukledren Proteinen sowie Zellfragmenten und eine fliissige Oberphase kommt,
die die zytosolische und mitochondriale Fraktion enthélt. Die Oberphase wird nochmals
fiir 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, wodurch eine weitere Trennung in Oberphase beste-
hend aus der zytosolischen Fraktion und der unteren Phase als festes Sediment, welches
die mitochondriale Fraktion beinhaltet, ensteht. Die obere Phase wird in ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefaf iiberfithrt und das Sediment in 200 ul RIPA-Puffer aufgenommen. Die
Lagerung der Proteinfraktion erfolgt bei -80 °C.
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2.3.8 Proteinbestimmung mittels BCA-Methode

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der gewonnenen Proben erfolgt mit Hil-
fe des Micro-Bicinchoninsdure-Assay. Dabei handelt es sich um einen colorimetrischen
Assay, der auf der Reduktion von Cu®** zu Cu *- Ionen durch Peptidbindung in alkali-
scher Losung, beruht. Die enthaltene Bicinchoninsiure bildet mit den entstandenen Cu*-
Ionen einen purpurfarbenen Chelatkomplex. Dessen bei 562 nm gemessene Absorption
stellt ein direktes Mafk fiir die Proteinkonzentration der Probe dar.

Fiir die Proteinbestimmung wird eine BSA-Standardreihe im Konzentrationsbereich von
0,5 bis 100 pg/ml verwendet. Von den zytosolischen Fraktionen werden jeweils 1:10 Ver-
diinnungen mit PBS hergestellt und anschlieffend 150 ul pro Probe zur Dreifach- Be-
stimmung in eine 96- Lochplatte pipettiert. Nach Vermischen jeder Probe mit 150 ul
BC Assay-Reagenz, Verschliekung der Platte, Schiitteln fiir 10 Sekunden und folgender
einstiindiger Inkubation bei 37 °C mit anschlieffender Abkiihlung auf Raumtemperatur,
kann die Absorption bei 570 nm im Fluorezensphotometer gemessen werden. Als Leer-
wert dient das BC Assay-Reagenz mit PBS versetzt. Die Berechnung der zytosolischen

Proteinkonzentration erfolgt anhand der ermittelten BSA-Standardkurve.

2.3.9 Western Blot fur Akt, ERK1/2, p-Akt und p-ERK1/2, Caspase-2,
Caspase-3, Caspase-8 und BDNF

Fiir die Durchfithrung der Elektrophorese wird das Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell
System von Bio-Rad verwendet. Die beiden Glasplatten fiir die Herstellung der SDS-
Polyacrylamidgele werden zuerst mit Ethanol gereinigt und dann mit 10 % bzw 15 %-
igem Trenngel bis ungeféhr 2/3 der Platte befiillt. Fiir das Trenngel werden unter Rithren
Acrylamid und als letztes Ammoniumsulfat (APS) und TEMED dem Trenngelkonzen-
trat hinzugefiigt, die innerhalb von 20 Minuten eine Polymerisation des Geles bewirken.
Um eine glatte Oberfliche zu erhalten und die Bildung von Luftblasen zu verhindern,
wird das gegossene Gel mit Isopropanol bedeckt. Nach Entfernung des Isopropanols kann
die Sammelgellosung hineingegossen werden. Zum Sammelgelpufferkonzentrat werden
die in der Tabelle aufgefiihrten Bestandteile hinzugefiigt. Die Konzentration des Trenn-

gels variiert in Abhangigkeit des Molekulargewichtes der zu untersuchenden Proteine.
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Komponente Trenngel Sammelgel 4,5 %
10% 15%
Trenngelpuffer 6 ml 6 ml -
Sammelgelpuffer - - 3,7ml
Aqua bidest 9,9ml | 5,9ml 9ml
Acrylamid 30% | 8ml | 12ml 2.2 ml
TEMED 20l | 20 pl 30 pul
APS 12,5% 96 ul | 96 pl 50 pul

Tabelle 2.14: Gelzusammensetzung fiir 4 Mini-Gele

Die Probentaschen entstehen durch das Einbringen eines Kammes in die noch nicht po-
lymerisierte Losung. Nach 30 Minuten ist das Gel gebrauchsfertig und kann mit den
verarbeiteten Proteinproben bestiickt werden. Dazu wird von jeder Probe 20 g Protein
entnommen und mit PCR-H,0 auf 9 ul aufgefiillt. Zusatzlich wird dieselbe Menge an
Lammli-Puffer hinzugefiigt, so dass die Gesamtmenge von 18 ul ensteht. Die gesamte
Verarbeitung der Proteinproben erfolgt ausschlieflich auf Eis. Alle Proben werden vor
dem Auftragen in die Taschen erst bei 95 °C fiir 5 Minuten denaturiert und anschliefsend
fiir 3 Minuten auf Eis inkubiert. Die Elektrophoresekammer wird nach Anbringen der
Gele in der Halterung mit Laufpuffer gefiillt, die Proben werden in die Taschen pipettiert
und die Elektrophorese mit 100 Volt fiir 20 Minuten gestartet. In dieser Zeit wandern die
Proteinproben bis zur Grenze zwischen Sammel- und Trenngel, wo sie sich konzentrie-
ren. Ist dies erreicht, kann die Voltzahl auf 160 Volt erhoht werden, damit die Proteine
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Nach Beendigung der Elektrophorese
wird das Trenngel aus den Glasplatten entfernt und von der Sammelgelschicht getrennt.
Die Trenngelschicht wird fiir den folgenden Transfer verwendet. Dafiir wird das Gel auf
die Oberflache der Nitrozellulosemembran i{ibertragen wofiir die Semi-Dry Blot Anlage
verwendet wird. Vor dem Transfer werden die Gele in einem Transferpuffer fiir 20 Mi-
nuten aquilibriert. Zum Transfer der Proteine auf die Membran wird ein Sandwich aus
Chromatographiepapier, Nitrozellulosemembran und Gel gebildet und in die Blotting-
apparatur iiber 45 Minuten zum Transfer bei ca. 400 mA gelegt. Nach dem Transfer der
Proteine vom Gel auf die Membran wird diese kurz in eine Ponceaurot-Losung gelegt, die
die aufgetrennten Proteine rot anfarbt, um eine Aussage iiber das Transferergebnis zu
erhalten. Die Farbe wird bei zufriedenstellendem Ergebnis mit TBS-Tween 0,1 % (TBS-
T) wieder entfernt. Zur Blockierung und Reduzierung unspezifischer Bindungen wird die

Membran fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5 % Magermilchlosung inkubiert.
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2.3.10 Immunreaktion

Die gewaschenen Membranen werden nun mit den spezifischen Antikérpern fiir Akt,
ERK1/2, p-Akt, p-ERK1/2, Caspase -2, -3, -8 und BDNF nach in Tabelle 2.15 aufge-
fithrtem Schema inkubiert. Dazu wird in TBS-T 0.1 % gelostes 1 %-iges BSA verwendet,
in den die Antikérper vorher in unterschiedlichen Verdiinnungen gegeben wurden. Nach
Inkubation der Membran iiber Nacht unter standiger Bewegung kann die Membran am
nachsten Tag nach drei Waschschritten mit TBS-T fiir jeweils 10 Minuten mit dem
zweiten Antikorper inkubiert werden. Dieser wurde vorher mit 1 %-iger BSA-Losung
vermischt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur zu der Membran gegeben und unter
stdndiger Bewegung inkubiert. An den zweiten Antikorper, der den ersten Antikorper
nachweisen soll ist eine Peroxidase gekoppelt. In Gegenwart von Wasserstoffperoxid oxi-
diert sie ein zyklisches Diaclhydrazid zu einem instabilen, energiereichen Intermiediat,
welches unter Lichtemission in seinen Grundzustand iibergeht und réntgenologisch bei
Exposition nachgewiesen werden kann. Bei dieser Reaktion kommt es zu einer Emission

von Lichtwellen (Chemilumineszenz).

Protein Verdiinnung des priméren | Verdiinnung des sekundiren Anti-
Antikorpers korpers/Ursprung

Akt 1:1000 1:2000 (anti-Kaninchen)
p-Akt 1:1000 1:2000 (anti-Kaninchen)
ERK1/2 1:1000 1:2000 (anti-Kaninchen)
p-ERK1/2 1: 1000 1:2000 (anti-Kaninchen)
BDNF 1: 500 1:1000 (anti-Kaninchen)
Caspase-2 1: 250 1:1000 (anti-Maus)
Caspase-3 1:250 1:1000 (anti-Kaninchen)
Caspase-8 1:250 1:1000 (anti-Kaninchen)
fs-Aktin 1: 50000 1:5000 (anti-Maus)

Tabelle 2.15: Zur Immundetektion verwendete Antikérper mit Verdiinnungen

2.3.11 Entwicklung und Auswertung mittels Densitometrie

Dieser Entwicklungsschritt wird durch Zugabe der ECL-Lésungen I und II (enhanced
chemiluminescence) eingeleitet. Dazu wird die Membran mit der ECL-Losung inkubiert
und mit einem lichtempfindlichen Film in eine Fotokassette gegeben und manuell ent-

wickelt. Entsprechend der Expositionszeit von Sekunden bis Minuten féllt die Farbung
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des Filmes schwécher oder stiarker aus. Die densitometrische Auswertung der belichteten

Filme erfolgte mit dem Bildanalyseprogramm BioDocAnalyse System.

2.3.12 Caspase-8-Aktivitatsassay

Die Bestimmung der Caspase-8-Aktivitit erfolgt mit dem Caspase-8-Aktivititsassay.
Durch spezifische Spaltung der Peptidsequenz IETD (Ile-Glu-Thr-Asp) nach dem Aspar-
tatrest durch aktive Caspase-8 kann ihre Aktivitdt gemessen werden. Nach Spaltung des
IETD-Substrates (Ac-IETD-AFC), welches mit dem Fluoreszenzfarbstoft AFC (7-amino-
4-trifluoromethyl-cumarin) markiert ist und dessen Freisetzung, wird eine Farbumwand-
lung von blau nach griin mittels Fluoreszenzmessung detektiert und quantifiziert, die der
Caspase-8-Aktivitat proportional ist. Jeweils 5 ug/pl der Proteinkonzentration wird in
50 ul Gesamtvolumen mit beiliegendem Caspase-8- Extraktions-Puffer in einem 1,5ml
Reaktionsgeféfs verdiinnt und fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min
bei 500 g wird vom erhaltenen Uberstand je 5 ul in die Vertiefung der 96-Loch Zellkultur-
platte tiberfithrt und mit 85 ul Assaypuffer versehen. Nach Zugabe von 10 ul Caspase-8
Substratkonjugat, Abdichten der Platte und zweistiindiger Inkubation bei 37 °C erfolgt
die Messung der Fluoreszenz im Tecan G2.0 Fluorometer bei einer Anregungswellen-
lange von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 440 nm. Als Positivkontrolle wird
die beigelegte rekombinante Caspase-8 eingesetzt, die wie die anderen Proben behandelt
wurde. Die erhaltenen Fluoreszenzen werden als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU),

nach Abzug der Fluoreszenz reiner Pufferlésung angegeben.

2.3.13 Caspase-2-Aktivitatsassay

Ahnlich dem Caspase-8-Aktivititsassay wird bei der Messung der Caspase-2-Aktivitét
verfahren. In diesem Protease-Testverfahren wird das Substrat VDVAD, markiert mit
dem Farbstoff AFC (7-amino-4-trifluoromethyl-cumarin) abgespalten und ebenfalls der
Farbwandel quantifiziert. Der Vergleich der Fluoreszenz von AFC mit einer Kontrolle
erlaubt Riickschliisse iiber die gesteigerte Aktivitéit von Caspase-2 zu ziehen. Es werden
5ug/pl Protein der jeweiligen Proben in 50 ul Assaypuffer gelost und fiir 10 Minuten
auf Eis inkubiert. Anschlieffend erfolgt die Zugabe von 50 ul Reaktionspuffer und 5 ul
VDVAD-AFC Substrat und die Inkubation fiir 1-2 Stunden bei 37 °C. Die Proben werden
ebenfalls in eine 96-Lochplatte {iberfiithrt und anschlieflend bei einer Anregungswellen-

lénge von 400 nm und Emissionswellenlénge von 505 nm gemessen.
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3.1 Physiologische Parameter der Versuchstiere

Zwischen den Versuchs- und Kontrolltieren der Han Wistar Ratten konnten keine phéa-
notypischen Unterschiede festgestellt werden. In den Gruppen gab es keine Unterschiede
in der Mortalitétsrate. Unter der Behandlung mit EPO wurden keine Nebenwirkungen

identifiziert.

3.2 Histologische Untersuchungen

Durch die Exposition mit Hyperoxie kommt es im Gehirn der infantilen Ratte zu einer
Storung des physiologischen Zelltods und zu einer Induktion des apoptotischen Zelltods,
welches sich anhand des erh6hten Apoptoserate in Abbildung 3.1. im Vergleich zu den
Tieren, die Normoxie ausgesetzt waren, darstellen lasst. Unter Normoxie kommt es zu
einer physiologischen Apoptoserate von durchschnittlich 2200, die Exposition mit Hy-
peroxie fithrt fast zu einer Versechsfachung der Anzahl apoptotischer Zellen. Behandelt
man die Tiere dagegen vor der Exposition mit Hyperoxie mit EPO in den beiden un-
tersuchten Dosierungen, ndmlich einerseits mit 10.000 IE /kg KG oder mit 20.000 IE/kg
KG so l1a#t sich die Anzahl der apoptotischen Zellen reduzieren. Eine effektive Reduktion
der Apotoserate wird allerdings erst in einer Dosierung mit 20.000 IE /kg KG erreicht, da
dadurch die Apoptoserate um 2/3 gesenkt werden kann. Eine Reduktion auf das Niveau
unter Normoxie wird nicht erreicht. Um eine effektive Neuroprotektion im neonatalen
Rattengehirn erreichen zu wollen, bietet sich wie aus unseren Ergebnissen sichtbar wird,
die hohere Dosis von 20.000 IE/kg KG an.
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Neuroprotektion durch EPO nach
Hyperoxie Exposition
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Abbildung 3.1: Neuroprotektion durch EPO nach Hyperozie Exposition. Es wurde in den verschiede-
nen Gruppen die Apoptoserate ermittelt. Der weifle Balken stellt die Kontrollgruppe dar, dort wurden
die Tiere Normoxie ausgesetzt, der dunkelgrau Balken stellt die Ergebnisse der Tiere dar, die Hyperoxie
(80 % O2) ausgesetzt waren, die grau gehaltenen Balken stellen die Ergebnisse der Tieren dar, die so-
wohl Hyperoxie ausgesetzt waren, als auch mit EPO in den beiden Dosierungen 10.0001E/kg KG oder
20.000IE/kg KG behandelt wurden. Die Exposition mit Hyperozie fiihrt zu einer vermehrten Neurode-
generation, die sich in der Zunahme der Apoptoserate widerspiegelt. Die zusdtzliche Applikation von
Erythropoietin in den verschiedenen Dosierungen fihrt zu einer signifikanten Abnahme der Neurodege-
neration (Signifikanz ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Die neurodegenerativen Verédnderungen lassen sich dazu mit Hilfe der DeOlmos-Kupfer-
Silber-Farbung vor allem im Cortex und den thalamischen Kerngebieten nachweisen.
In den beiden Ubersichtsaufnahmen des Cortex (Abbildung 3.2) und der Thalamusker-
ne (Abildung 3.3) kann man die unterschiedliche Anzahl an untergegangenen Neuronen
schwer erkennen. In den Detailaufnahmen der beiden Regionen kénnen die degenera-
tiven Zellen besser als dunkelbraune Punkte identifiziert werden. Die Abbildung 3.4
zeigt Ausschnitte des Cortex frontalis, in Lamina II, einerseits nach 24-stiindigen Hy-
peroxie Exposition und andererseits nach Behandlung mit EPO in einer Dosierung von
20.000 IE/kg KG. Abbildung 3.5 zeigt Details des Thalamus lateralis sowohl nach Hyper-
oxie Exposition als nach EPO Behandlung. Es lésst sich hierbei eindrucksvoll erkennen,
dass die Behandlung mit Erythropoietin in den beiden Regionen zu einer Abnahme der

Anzahl an degenerativen Zellen fiihrt.
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(a) 24 h Hyperoxie (80 % O2) (b) 24 h Hyperoxie (80% O2) und EPO-
Behandlung

Abbildung 3.2: Ubersichtsaufnahme Cortex frontalis. Eine Exposotion mit Hyperoxie iber 24 Stunden
fiihrt zu einer Zunahme der Apoptoserate, sichtbar durch die erhdte Anzahl der neurodegenerativen
Zellen, die durch die DeOlmos-Kupfer-Silber-Fédrbung sichtbar gemacht werden. Die Applikation von
EPO in einer Dosierung von 20.0001E/kg KG reduziert die Anzahl der apoptotischen Zellen um 2/3.
Die Vergrofierung der Ausschnitte liegt bei x 10

(a) 24 h Hyperoxie (80 % O2) (b) 24 h Hyperoxie (80%03) und EPO-
Behandlung

Abbildung 3.3: Ubersichtsaufnahme der Thalamuskerne. Auch hier fihrt die Exposition mit Hyperozie
iber 24 Stunden zu einer Zunahme der Apoptoserate, die durch die Applikation von EPO in einer
Dosierung von 20.000IE/kg KG reduziert werden kann. Vergréfierung z 10
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(a) 24 h Hyperoxie (80 % O2) (b) 24 h Hyperoxie (80% O2) und EPO-
Behandlung

Abbildung 3.4: Ausschnitt Cortex frontalis, Lamina II. Die Detaillaufnahmen der DeOlmos-Kupfer-
Silber-Farbung zeigen eindriicklich eine deutliche Abnahme der apoptotischen Zellen bei den Tieren, die
vor der Hyperozie Behandlung mit EPO in einer Dosierung von 20.0001E/kg KG behandelt wurden.
Die Vergrofierung in diesen Ausschnitten liegt bei x 200

-

(a) 24 h Hyperoxie (80 % O2) (b) 24 h Hyperoxie (80% O2) und EPO-
Behandlung

Abbildung 3.5: Ausschnitt Thalamus lateralis. Die Applikation von EPO in einer Dosierung von
20.000IE/kg KG reduziert die Anzahl der apoptotischen Zellen nach einer 24- stindigen Hyperoxie

Exposition, wie diese Ausschnitte, gefdrbt mit die DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung sichtbar machen.
Die Ausschnitte wurden mit x 200 vergréfsert.
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3.3 Molekularbiologische Ergebnisse

3.3.1 Erythropoietin steigert Expression von BDNF

Der Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von BDNF als Beispiel fiir ein Neurotro-
phin wurde auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Die BDNF-Genexpression wurde
im Hirngewebe sechs Tage alter Han Wistar Ratten nach definierter Hyperoxieexposi-
tion (80 % Os) iiber 2, 6, 12, 24 und 48 Stunden (n = 6 pro Zeitstufe) im Vergleich zu
Normoxie (21 % O3) - Kontrollgruppe, mittels realtime-PCR bestimmt. Nach Hypero-
xie Exposition konnte ein Abfall des mRNA-Gehaltes fiir BDNF nachgewiesen werden.
Bereits nach 2-stiindiger Hyperoxie Exposition lésst sich ein Abfall des mRNA-Gehalts
erstmalig um 80 % feststellen, der sich kontinuierlich fortsetzt und nach 48 Stunde seinen
Tiefpunkt mit ungefdhr 20 % erreicht.

Die exogene intraperitoneale Gabe von EPO in einer Dosierung von 20.000 [E/kg KG
fithrt zu einer Erhohung der BDNF mRNA-Konzentration. Dies lafst sich ab der Zeitstufe
von 12 Stunden nachweisen. Nach 24 und 48 Stunden zeigt sich eine signifikante Steige-
rung der Genexpression auf mRNA- Level im Vergleich zur Hyperoxiegruppe. Bei diesen
Versuchen diente 18S rRNA als interner Standard. Signifikante Unterschiede konnten fiir
18S rRNA nicht nachgewiesen werden.
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BDNF Genexpression
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Abbildung 3.6: Genexpression von BDNF dber 48 Stunden im Vergleich Tiere nach Hyperoxie Expo-
sition und Tiere nach Hyperozie Exposition unter exogener EPO Applikation in einer Dosierung von
20.000 IE/kg KG. Signifikanzen wurden mit dem Student-t-Test ermittelt. Die mit dem Stern (*) be-
zifferten Angaben beziehen sich auf den Vergleich der BDNF-Genexpression der Tiere jeweils in der
gleichen Zeitstufe Hyperoxie mit und ohne EPO-Behandlung (** p < 0,01, *** p < 0,001). Die mit
dem Kreis (°) markierten Angaben beziehen sich auf den Vergleich Hyperozie in Kombination mit EPO
Behandlung zu Normozie (°°° p < 0,001, n = 6).

Die Proteinexpression von BDNF wurde im Western Blot bestimmt und konnte die
Ergebnisse der Genanalyse bestétigen. Eine Behandlung mit 80 %-igem Sauerstoff fiihrt
zu einer Minderung von BDNF auf Proteinebene. Bereits nach 12 Stunden kommt es
zu einem leichten Abfall der Proteinexpression um 25 %, nach 48 Stunden betragt die
BDNF- Proteinexpression bereits nur noch 40 %, wie in Abbildung 3.7 dargestellt wird.
Die exogene Gabe von EPO kann diesem Effekt entgegenwirken. Uber die Zeitstufen 12
bis 48 Stunden halt sich die Proteinexpression bei um die 90 %. Nach 12 Stunden steigt
die Expression an, signifikante Unterschiede zwischen mit EPO behandelten Tieren und
solchen, die der Hyperoxie ausgesetzt waren, zeigen sich aber erst nach 24 Stunden. Die
Latenzzeit der Regulation entspricht der bendtigten Zeit der Umschreibung von Gen-
auf Proteinebene, so dass auf eine Untersuchung in den Zeitrdumen vor 12 Stunden

verzichtet werden konnte. Als interner Standard diente hierbei £-Aktin.
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BDNF Proteinexpression
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Abbildung 3.7: Proteinexpression von BDNEF diber 48 Stunden im Vergleich die Behandlung mit Hyper-
ozie Exposition und EPO. Die mit dem Stern (*) markierten Angaben beziehen sich auf das Verhdltnis
der BDNF-Proteinexpression der einzelnen Zeitstufen untereinander (** p < 0,01, ***p < 0,001). Die
mit dem Kreis (°) markierten Angaben beziehen sich auf den Vergleich Hyperozie in Kombination mit

EPO Behandlung zu Normogzie (°°° p < 0,001, n = 6)
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Abbildung 3.8: Ubersichtsaufnahme der Proteinexpression von BDNF im Immunoblot nach 24 Std
und 48 Std. Die Kontrolle stellt die Normoxie dar, daneben werden Tiere dargestellt die mit Hyperoxie
behandelt wurden und zusdtzlich EPO erhalten haben. Als interner Standard dient 3-Aktin.

3.3.2 Erythropoietin verstarkt Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt

Die aktivierten, phosphorylierten Formen von Akt und ERK1/2 sind zwei Kinasen, die
iiber BDNF' aktiviert werden. Beide Signaltransduktionswege stellen wichtige Kompo-
nenten fiir das Uberleben der Zelle dar. Die zur Gruppe der MAP-Kinasen gehorige
Kinase ERK1/2 vermittelt ihre intrazelluldren Signale nachdem sie durch Trk phospho-
ryliert und aktiviert wird. Diese Aktivierung kann einerseits durch Wachstumsfaktoren

wie BDNF stattfinden, andererseits kann EPO aber auch eine ERK1/2-Aktivierung in-
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duzieren und somit ein intrazelluléres Signal erzeugen. Wie ERK1/2 kann Akt iiber Trk
aktiviert werden, aber auch von EPO {iber die Vermittlung von JAK-2.

Untersucht wurden in den jeweiligen Gruppen die aktive/phosphorilierte Form von Akt
(p-Akt), seine inaktive Form Akt, sowie die aktivierte/phosphorilierte Form von ERK1/2
(p-ERK1/2) und seine inaktive Form ERK1/2.

Bei der Untersuchung der inaktiven, unphosphorylierten Formen von Akt und ERK1/2,
konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die Exposition mit Sauerstoff als auch eine zu-
sitzliche Gabe von EPO keinerlei Effekt auf die Proteinexpression haben, wie Abbildung
3.9 und Abbildung 3.11 zeigen. Wie aus den Abbildungen der Western Blot-Aufnahmen
fir Akt (Abbildung 3.10)und ERK1/2(Abbildung 3.12) ersichtlich ist, gibt es keinerlei
Unterschiede in den Auspriagungen der beiden Proteine in der inaktiven, unphosphory-
lierten Form. Weder die Behandlung mit EPO noch die Exposition mit Hyperoxie haben
einen Einfluss auf den Grad der Aktivitét.
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Abbildung 3.9: Proteinexpression der inaktiven Form von ERK1/2. Die Exposition mit 80 % Oy und
Gabe von EPO haben keinerlei Auswirkung auf die Proteinexpression. Daten der Zeitstufe 2 Stunden
wurden nicht abgebildet.
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Abbildung 3.10: Ubersichtsaufnahme Immunoblot fiir die Proteinexpression von ERK1/2 im Vergleich
EPO-Behandlung und Hyperozie Exposition. (K = Kontrolle)
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Abbildung 3.11: Proteinexpression der inaktiven, unphosphorylierten Form von Akt. Daten der Zeit-
stufe 2 Stunden wurden nicht abgebildet.

“ ._!, - - cm—— m— _‘. -_

K 2h  2h 6h 6h 12h 12h 24h 24h 48h 48h
+EPO +EPO +EPO +EPO +EPO

Abbildung 3.12: Ubersichtsaufnahme Immunoblot fir die Proteinexpression von Akt im Vergleich
EPO-Behandlung und Hyperozie Exposition. (K = Kontrolle)
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Untersucht man die aktiven Formen der beiden Schliisselproteine zeigen sich deutliche
Verénderungen in der Aktivitét. Tiere, die einer Hyperoxie (80 % O,) ausgesetzt wurden,
zeigten im Immunoblot eine verminderte Aktivitdt von p-Akt und p-ERK1/2 wie Ab-
bildung 3.14 und Abbildung 3.15 darstellen. Die Aktivitdt von p-Akt sinkt dabei iiber
48 Stunden kontinuierlich ab bis auf die Halfte der Aktivitdt der Normoxiegruppe. Die
Aktivitdt von p-ERK1/2 fillt ebenfalls unter Hyperoxie Exposition auf ungefihr die
Hélfte ab.

Tiere, die nun zusétzlich eine Injektion Erythropoietin erhielten (20.000IE/kg KG i.p.),
zeigten diese verminderte Expression von p-ERK1/2 und p-Akt nicht. Stattdessen kam
es zu einer Normalisierung der Aktivierung von p-ERK1/2 und p-Akt bis zur Hohe der
Kontrolltiere in der Normoxiegruppe. Die Expression der phosphorylierten aktiven Form
von ERK1/2 zeigt dabei schon nach einer Latenz von 12 Stunden nach EPO-Gabe einen
ersten signifikanten Unterschied (°° p < 0,01) zur Hyperoxiegruppe. P-Akt dagegen wird
unter der Behandlung von EPO erst nach 24 Stunden erstmals signifikant hochreguliert.
Zusammengefasst zeigt sich, das die phosphorylierten (aktiven) Formen unter Hyperoxie
nach 12 Stunden beginnend herabreguliert werden und dass dieser Abfall der Protein-
expression durch die Gabe von EPO fast vollstdndig riickgéngig gemacht werden kann.
Damit verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen zellschiitzenden und apoptotischen

Signalen auf die Seite der schiitzenden Mechanismen.
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Abbildung 3.13: Ubersichtsaufnahme Immunoblot von p-Akt iber 48 Stunden im Vergleich EPO-
Behandlung und Hyperoxie Exposition (K = Kontrolle).

46



3 Ergebnisse

p-Akt Proteinexpression
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Abbildung 3.14: Proteinexpression der phosphorylierten aktiven Form von p-Akt. Tiere, die mit EPO
intraperitoneal behandelt wurden zeigten im Vergleich zur Hyperoxiegruppe ab dem Zeitpunkt 24 Stunden
keine verminderte Proteinexpression auf. Die Exposition mit Sauerstoff fiihrt dagegen schon beginnend
nach 6 Stunden Hyperoxieexposition zu einer Abnahme der p-Akt Proteinexpression und damit zu einer
Storung des Zelliiberlebens (* p < 0,1, *** p < 0,001). Daten der Zeitstufe 2 Stunden wurden nicht
abgebildet.
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Abbildung 3.15: Ubersichtsaufnahme Immunoblot von p-ERK1/2 zu den Zeitstufen 2 bis 48 Stunden,
im Vergleich EPO-Behandlung und Hyperoxie Exposition (K = Kontrolle).
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p-ERK 1/2 Proteinexpression
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Abbildung 3.16: Proteinexpression der phosphorylierten aktiven Form von p-ERK1/2. Die schiitzen-
den Mechanismen von EPO werden iber p-ERK1/2 frihzeitiger aktiviert. Fine signifikante Steigerung
zeigt sich bereits nach 12 Stunden (°° p < 0,01, °°° p < 0,001). Die Auswirkungen der Hyperozie Expo-
sition (Daten mit * gekennzeichnet) mit Abnahme der Proteinexpression beginnt erst nach 12-stindiger
Ezxposition und scheint im Vergleich zur Abnahme der p-Akt Proteinexpression weniger ausgeprigt zu
sein *p < 0,1, *** p < 0,001). Daten der Zeitstufe 2 Stunden wurden nicht abgebildet.

3.3.3 Erythropoietin reduziert Proteinexpression der Caspasen-2, -8 und -3,
die durch Hyperoxie induziert werden

Um wichtige Signalwege des zelleigenen Apoptoseprogramms zu untersuchen, wurden
Caspase-3 als zentrale Effektorcaspase, sowie die Caspasen-2 und -8 als Teil der extrin-
sischen Signalkaskade ausgewahlt. Es wurde der Einfluss von Hyperoxie als Ausloser fiir
die Aktivierung der Apoptose untersucht und ein méglicher protektiver Effekt durch eine
exogene Gabe von Erythropoietin in der Dosierung von 20.000 IE /kg KG analysiert.

Es konnte dabei festgestellt werden, dass die Aktivitdt der Caspasen-2, -8 und -3 durch
eine Exposition mit Hyperoxie reguliert wird. Sowohl die Effektorcaspase-3 als auch die
Initiatorcaspasen-2 und -8 zeigen nach einer 12-stiindigen Hyperoxie Exposition eine
Steigerung der aktiven Form und damit eine Verstarkung der apoptotischen Signale.
Die Hyperoxie Exposition unter 6 Stunden hat, wie die Daten (Abbildung 3.17, 3.19
und 3.21) zeigen konnen, zundchst einmal keinen Einfluss auf den Aktivierungsgrad der
Caspasen. Caspase-2 und -8 sind beide Teil des DISC, der durch extrazelluldre Bin-
dung an einen Todesrezeptor (beispielsweise TNF-alpha oder CD95) aktiviert wird, um
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dann {iber die Effektorcaspase-3 die Ausfithrung des Zelltodes zu initiieren. Die Aktivitét
der Caspase-8 als Komponente dieses Komplexes wird erst sehr langsam hochreguliert
und erreicht ihren Hohepunkt nach einer Exposition von 48 Stunden. Sie bleibt damit
deutlich langer aktiviert als Caspase-2, deren Aktivitatshohepunkt nach 24 Stunden ge-
messen werden kann, aber schon nach 48 Stunden im Vergleich wieder abfillt. Da beide
Caspasen Teil des DISC sind, ldsst sich vermuten, dass es durch das Zusammenspiel der
beiden Caspasen zu einer optimalen und lang anhaltenden Aktivierung des Komplexes
kommt. Durch die Gabe von EPO kann diese verstarkte Aktivitdt ab der Zeitstufe 12
Stunden signifikant reduziert werden, es wird jedoch keine Reduktion auf ein normales

Aktivitatslevel wie in der Normoxiegruppe erreicht.
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Abbildung 3.17: Proteinexpression der aktivierten Caspase- 8 iiber 48 Stunden im Vergleich Ezxposition
mit Hyperoxie zu Hyperoxie plus EPO-Behandlung. Die Exposition mit 80 % O fiihrt schon nach 12
Stunden zu einem signifikanten Anstieqg der Caspase- 8 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe,
die auch noch nach 48 Stunden messbar ist (Daten mit (*) markiert, *** p < 0,001). Die Behandlung
mit Epo vermindert dagegen den Anstieg der Caspase- 8 Proteinexpression signifikant (Daten mit (°)
markiert, °°° p < 0,001, K = Kontrolle). Daten der Zeitstufe 2 Stunden wurden nicht abgebildet.
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Abbildung 3.18: Ubersichtsaufnahme Immunoblot von Caspase-8 zu den Zeitstufen 2 bis 48 Stunden
im Vergleich EPO und Hyperozie Exposition (K = Kontrolle).
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Abbildung 3.19: Proteinexpression der aktivierten Caspase-2 tiiber 48 Stunden im Vergleich Exposition
mit Hyperoxie zu Hyperozie plus EPO-Behandlung (Kon= Kontrolle). Zum Zeitpunkt 24 Stunden zeigt
sich die hichste Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (Daten mit (*) markiert, * p < 0,1, *** p
< 0,001). Die Behandlung mit Epo vermindert dagegen den Anstieg der Caspase- 2 Proteinexpression

signifikant (Daten mit (°) markiert, °°° p < 0,001, K = Kontrolle). Daten der Zeitstufe 2 Stunden
wurden nicht abgebildet.
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Abbildung 3.20: Ubersichtsaufnahme Immunoblot von Caspase-2 iber 48 Stunden, die Behandlung
mit EPO fiihrt zu einer deutlichen Abnahme der Aktivitit (K = Kontrolle).
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Auch die Effektorcaspase-3 wird durch die Exposition mit Hyperoxie beeinflusst. Abbil-
dung 3.12 zeigt, dass erst nach einer 12- stiindigen Hyperoxie die Aktivitdt der Caspase-3
gesteigert wird. Dies ermoglicht die Vermutung, dass eine kiirzere Exposition mit Hyper-
oxie keinen Einfluss auf die Aktivitdt der Caspase-3 hat. Sie stellt den Mittelpunkt der
Zelltodmaschinerie der Caspasen dar und ist dementsprechend ein wichtiger Indikator,
ob das Signal, welches iiber den Todesrezeptor und die Caspasen-2 und -8 vermittelt
wurde, intrazellular umgesetzt wird und es zu der Spaltung wichtiger lebensnotwendiger
Proteine kommt. Wir konnten darstellen, dass es unter einer Hyperoxie Exposition zu
einer kontinuierlichen Steigerung der Aktivitdt kommt. Nach 12 Stunden zeigt sich be-
reits eine signifikante Steigerung (** p < 0,01), die iiber die Zeit bis 48 Stunden weiter
ansteigt (*** p < 0,001). Diese gesteigerter Aktivitat kann durch die intraperitoneale
Gabe von EPO signifikant reduziert werden (°° p < 0,05). Eine Aussage, tiber welchen
Mechanismus die Caspase-3 in ihrer Aktivitdt behindert wird, lasst sich dabei aber nicht
treffen. Einerseits konnte die Signalweitergabe tiber den extrinsischen, rezeptorvermit-
telten Mechanismus, wie beispielsweise tiber verminderte Aktivitdt des DISC durch die
EPO-Gabe gestort sein, oder aber EPO hat einen direkten Einfluss auf den Aktivitéits-
grad der Caspase-3.
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Abbildung 3.21: Ubersichtsaufnahme Immunoblot von Caspase-3 iiber 48 Stunden, die Behandlung
mit EPO fihrt zu einer deutlichen Abnahme der Aktivitit (K = Kontrolle).
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Abbildung 3.22: Proteinexpression der aktivierten Caspase-3 nach Hyperozie Exposition tiber 48 Stun-
den und nach Gabe von EPO. Die Wirkung von EPO scheint nach 48 Stunden am effektivsten, da das
Aktivitatsniveau der aktivierten Caspase-38 deutlich gesenkt wird (Daten mit (°) markiert, ®° p < 0,1, °° p
< 0,05). Im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrt die Exposition mit Sauerstoff beginnend nach 12 Stunden
zu einem erhohten Aktivititsgrad der aktiven Caspase-3 und somit zu einem vermehrten Zelltod (Daten
mit (*) markiert, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Eine kiirzere Sauerstoffexposition hat zundchst keinen
Einfluf$ auf die Aktivierung der Caspase-3. Daten der Zeitstufe 2 Stunden wurden nicht abgebildet.

3.3.4 Bestatigung der Ergebnisse mittels Caspase-2- und Caspase-8-
Aktivitatsassay

Die Aktivitétsassays fiir Caspase-2 und Caspase-8 wurden zur Verifizierung der durchge-
filhrten Western Blots eingesetzt, da beide eine hohere Sensitivitit aufweisen. Uber die
Assays wird der direkte Grad an Aktivitdt bestimmt. Auch in dieser Untersuchungsme-
thode konnten unsere Ergebnisse reproduziert werden. Wie schon in der Western Blot-
Analyse festgestellt wurde, kommt es bei der Caspase-2 zu einem raschen Anstieg der
Aktivitdt nach 24 Stunden. Dort zeigt sich das Maximum an Aktivitdt mit einer Ver-
doppelung der Aktivitdt. Nach 48 Stunden ist die Aktivitdt bereits wieder abgefallen.
Im Aktivitatsassay wird noch deutlicher, dass es erst nach 24 Stunden Exposition mit
Hyperoxie zu einem signifikanten Aktivitdtsanstieg kommt. Durch die Gabe von EPO
wird die Hochregulation der Caspase-2 deutlich gemindert, das Aktivitdtsniveau von
Caspase-2 steigt nur um das doppelte an.

Auch die Aktivitdt der Caspase-8 nimmt im Assay einen dhnlichen Verlauf wie im
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Western Blot beobachtet. In Abbildung 3.24 zeigt sich deutlich, dass die Aktivitiat der
Caspase-8 durch die Hyperoxie Exposition auf das 5-fache gesteigert wird. Im Vergleich
liegt die Caspase-8 Aktivitat eines Tieres, welches Normoxie ausgesetzt war bei 100,
nach 24 Stunden liegt sie nach Hyperoxie Exposition bereits bei 700, bleibt das Tier
iiber 48 Stunden in Hyperoxie, so laft sich bereits eine Caspase-8 Aktivitdt von fast
1000 (*** p < 0,001) detektieren. Hyperoxie Exposition fiihrt zu einem deutlichen An-
stieg der Caspase-8 Aktivitdt. Appliziert man zusétzlich EPO, so zeigt sich deutlich,
dass der Aktivitatsgrad der Caspase-8 gemindert wird, er liegt iiber 48 Stunden nahezu
konstant bei Werten um 200 und ist damit fast identisch mit dem Vergleichswert der
Normoxiegrupppe (°°° p < 0,001). Unter EPO-Therapie kommt es folglich zu einer fast

vollstéandigen Aufhebung der induzierenden Wirkung von Hyperoxie auf die Caspase-8.
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Abbildung 3.23: Caspase-2 Aktivititsassay. Angaben der Aktivitdt tdber 48 Stunden Hyperoxie mit
und ohne zusdtzliche Behandlung mit EPO in Relation zu einem Kollektiv an Tieren, die Normozie
ausgesetzt waren. Die Aktivitdt steigt kontinuierlich an und erreicht den Hohepunkt nach 24 Stunden.
Die mit dem Kreis (°) bezifferten Angaben beziehen sich auf den Vergleich der Aktivitit der Tiere der
gleichen Zeitstufe mit und ohne EPO-Behandlung (°° p < 0,01, °°° p < 0,001). Der Vergleich der
Caspase-2-Aktivitat unter Hyperoxie zur Kontrollgruppe wird mit einem Sternchen (*) beziffert (*** p
< 0,001).
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Abbildung 3.24: Caspase-8 Aktivititsassay. Angaben der Aktivitdt tber 48 Stunden Hyperozrie mit
und ohne zusdtzliche Behandlung mit EPO in Relation zu einem Kollektiv an Tieren, die Normozie
ausgesetzt waren. Die Aktivitat unter Sauerstoffexposition langsam kontinuierlich tiber 48 Stunden an.
Die mit dem Kreis (°) bezifferten Angaben beziehen sich auf den Vergleich der Aktivitit der Tiere
der gleichen Zeitstufe mit und ohne EPO-Behandlung (°° p <0,01, °°° p < 0,001). Der Vergleich der

Caspase-8-Aktivitat unter Hyperoxie zur Kontrollgruppe wird mit einem Sternchen (*) beziffert (*** p
< 0,001).
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4.1 Allgemeine Betrachtung

Ziel der Arbeit war es die Auswirkung der Hyperoxie Exposition auf das neonatale
Rattengehirn im Hinblick auf mogliche schidigende Auswirkung durch Induktion des
abpototischen Zelltodes zu untersuchen. Dazu wurden die Effektorcaspae-3 als zentra-
les Ausfiihrungsorgan in der apoptotischen Kaskade, sowie die Initiatorcaspasen-2 und
Caspase-8 als Teil der extrinischen Signalkaskade auf molekularbiologischer Ebene un-
tersucht. Zusétzlich sollte eine mogliche Neuroprotektion vor schadigender Hyperoxie
Exposition durch die exogene Applikation von Erythropoietin analysiert werden. Hierzu
wurde die Induktion von BDNF als Neurotrophin auf Gen- und Proteineben untersucht,
sowie zentrale Proteine seiner neuroprotektiven Signaliibertragung wie p-Akt und p-
ERK1/2.

Die Arbeit konnte zeigen, dass die Exposition des sich entwickelnden Rattengehirns
mit 80%-igem Sauerstoff iiber 24 Stunden zu einer signifikanten massiven apoptotischen
Neurodegeneration fiihrt, wie sich beispielsweise in den histologischen Aufnahmen in der
DeOlmos-Kupfer-Silber-Farbung zeigen lafst. Auf molekularbiologischer Ebene zeigt sich,
dass Hyperoxie Einfluss auf unterschiedliche Faktoren ausiibt, die fiir das Uberleben von
Neuronen eine entscheidende Rolle spielen. Es kommt einerseits zu einer Verdnderung
der Genexpression und Phosphorylierung von wichtigen Proteinen fiir das Uberleben der
Zelle und andererseits zur Aktivierung der apoptotischen Signalwege iiber die Caspasen-
Kaskade, die zu einem vermehrten Zelluntergang fithren.

Nach 12-stiindiger Hyperoxie werden die Effektorcaspase-3 und der extrinsische Weg
iber die Initiatorcaspasen Caspase-2 und Caspase-8 beginnend hochreguliert. Auch fiihrt
die Exposition mit 80%-igem Sauerstoff zu einer Verdnderung der Expression von BD-
NF auf Gen- und Proteinebene. Die verminderte mRNA-Synthese von BDNF fiihrt zu
einer Abnahme der schiitzenden Signalkaskaden iiber die aktivierten, phosphorylierten
Formen von Akt und ERK1/2.
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Es konnte auf histologischer und molekularbiologischer Ebene gezeigt werden, dass durch
die intraperitoneale Gabe von EPO die Hochregulierung und die vermehrten neurodege-
nerativen Prozesse in Teilen wieder aufgehoben werden. Es kommt zu einer fast vollstan-
digen Wiederherstellung der Gen- und Proteinexpression von BDNF mit konsekutiver
Aktivierung der Schliisselproteine Akt und ERK1/2, die fiir zwei wichtige Uberlebenssi-
gnalwege der Zelle, MEK-ERK1 /2 und P1(3)-Kinase-Akt, stehen. Zusétzlich konnte eine
Beeinflussung der pro-apoptotischen Kaskade durch Angleichung des Aktivitdtsniveaus
von Caspase-2, -3 und -8 als wichtiger Bestandteil der Ausfiihrung des aktiven Zellto-
des an einen Aktivitdtszustand, der fast normoxischen Bedingungen gleicht, beobachtet
werden.

Beobachtungen iiber die Wirkweise der Neurotrophine mit den intrazelluldren nachfol-
genden Signalwegen iiber p-Akt und p-ERK1/2 als zentraler Drehpunkt im Uberleben
der Zelle konnen in anderen Schiadigungsmodellen reproduziert werden. Die Behandlung
von sieben Tage alten Ratten mit dem NMDA-Antagonisten MKS801 fiihrt ebenfalls
zu einer verminderten Expression von BDNF sowie zu einer Abnahme von p-Akt und
p-ERK1/2 [97]. Auch die Behandlung sieben Tage alter Ratten mit einem ,Narkose-
gemisch” aus Midazolam, Isofloran und Lachgas fiihrt zu einer schnellen Stérung der
BDNF-vermittelten Uberlebenswege in Neuronen, verbunden mit der Aktivierung der
Neurotrophin-vermittelten apoptotischen Neurodegeneration: Herunterregulierung der
Akt-Aktivitdt mit Hochregulierung der Caspase-9 und Caspase-3 Aktivitéit, wodurch
der zentrale Faktor von p-Akt in der Neurotrophin-abhéngigen Vermittlung der apopto-

tischen Kaskade unterstrichen wird [98].

4.2 Hyperoxie

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits eine 24-stiindige Exposition mit
Hyperoxie zu einer Zunahme der apoptotischen Zellen, einer Abnahme der schiitzenden
Signalkaskaden iiber BDNF, sowie zu einer Induktion der Apotose iiber die Caspasen-
kaskade fiihrt. Diese Erkenntnis laft sich auch auf andere Organsysteme wie Lunge und
Retina iibertragen, die anféllig fiir eine Sauerstoffexposition sind. In beiden Systemen
konnte der durch Hyperoxie ausgeloste apoptotische Zelltod durch die Aktivierung der
schiitzenden Signalkaskaden iiber ERK1/2 und Akt und durch den Wachstumsfaktor
BDNF eingeddmmt werden [99, 100|. In Pre-Oligodendrozyten und unreifen Oligoden-
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drozytenkulturen ist nach einer 48-stiindigen Exposition mit 80%-igem Sauerstoff eine
verminderte Lebensfiahigkeit zu beobachten, in vivo wird zusétzlich als Zeichen des ver-
mehrten Zellunterganges von unreifen Oligodendrozyten eine vermehrte Caspase-3 Ak-
tivitdt gemessen [101].

Als Ursache fiir die erhohte Empfindlichkeit des sich entwickelnden Gehirns gegeniiber
Sauerstoff kann das unreife zelluldre Antioxidationssystem mit einem Mangel an Vitamin
A, E und C genannt werden, sowie die Unfahigkeit die Antioxidationssysteme wie Super-
oxiddismutase, Katalase oder Glutathionperoxidase nach exzessiver Sauerstoffexposition
addquat hochzuregulieren. Andere Untersuchungen konnten zeigen, dass die Exposition
mit Hyperoxie eine massive Produktion von freien Sauerstoffradikalen wie iNOS indu-
ziert sowie zu einer erhohten NO-Produktion fithrt. Die erhéhte Proteinsynthese fiihrt
zur Bildung von Peroxynitrit, welches schadigende Auswirkungen auf die Struktur des
sich entwickelnden Gehirns hat [102]. Zusammenfassend kann man sagen, dass es durch
die Exposition mit Sauerstoff zu einer Vielzahl an schadigenden Mechanismen kommt,
die sowohl auf Transmitter- als auch auf Proteinebene zu einer Stérung der gesamten
zelluldren Mechanismen fiithren und in eine vermehrte Neurodegeneration miinden.

Die Erkenntnis, dass Sauerstoff zu Schéden in unreifen Organen wie Gehirn, Lunge und
Retina beitriagt, hat zu einem Umdenken in der Benutzung von Sauerstoff bei Friih-
und Neugeborenen gefiihrt. Grofse Perinatalzentren wie Atlanta haben neue Kriteri-
en zur Sauerstoff-Behandlung evaluiert um Spétschidden in beispielsweise ELBWs zu
vermindern. Um Hxperoxie zu vermeiden wurden die Alarmgrenzen der O,-Séttigung
von 92%-100% auf eine erwiinschte O,-Séttigung zwischen 85%-93% korrigiert. Eine
Kohorten-Studie mit einem Vergleich der beiden Beatmungsregime konnte dabei eine
positive Auswirkung beziiglich der Schéden in Lunge und Retina aufzeigen, indem eine
Erniedrigung der ROP-Rate und ein gesunkener Bedarf in der Steroidtherapie nachge-
wiesen wurde. Zusétzlich konnte eine signifikante Abnahme der Mortalitdt beobachtet
werden. Beziiglich des Gehirns konnte nur festgestellt werden, dass die Vermeidung von
Hyperoxie keine negativen Auswirkungen auf das langfristige neurologische Outcome der
Patienten nach 18 Monaten hat, wie zunéchst befiirchtet wurde [103].

Um das Gehirn vor schadigenden Einfliissen durch Hyperoxie schiitzen zu wollen, reicht
unter diesen Gesichtspunkten eine alleinige Reduzierung der Sauerstofftherapie nicht
aus. Moglicherweise scheinen die schiadigenden Mechanismen auf das Gehirn einen kom-
plexeren und vielfaltigeren Zusammenhang zu haben, so dass eine unterstiitzende medi-

kamentose Therapie in Betracht zu ziehen ist.
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4.3 EPO und BDNF

In unserem Schidigungsmodell konnte gezeigt werden, dass es nach 24-stiindiger Hy-
peroxie Exposition unter Gabe von EPO 24 Stunden nach der Schiadigung zu einer Ge-
genregulation mit Hochregulierung der Genexpression von BDNF kommt. Die BDNF-
Proteinexpression steigt zeitlich verzogert ebenfalls an, worin sich die physiologische
Umschreibung von Gen- auf Proteinebene widerspiegelt. In vielen experimentellen Sché-
digungsmodellen zeigt sich, dass EPO eine liangere Periode braucht, um seine neuropro-
tektive Wirkung zu vermitteln [76, 83]. Hintergrund dieser Tatsache konnte der Zeit-
bedarf fiir die Induktion eines schiitzenden Genprogrammes sein, wie beispielsweise die
Induktion von BDNF. Moglicherweise kann durch die Gabe von EPO eine natiirliche
neuroprotektive Antwort tiber die Hochregulierung von BDNF verstarkt und die verzo-
gerte endogene EPO-Reaktion ausgeglichen werden. Zusétzlich zu der Aktivierung der
schiitzenden Signalkaskaden iiber p-Akt und p-ERK1/2 werden tiber BDNF auch ver-
schiedene andere Signalwege aktiviert, die die wichtige Rolle von BDNF im zelleigenen
Schutzmechanismus unterstreichen: in hippocampalen Neuronenkulturen induziert die
Gabe von EPO die Produktion von BDNF und fiihrt zu einer langfristigen Aktivierung
von Trk, der fiir die Vermittlung der anti-apoptotischen Kaskade verantwortlich ist. Die
Gabe eines BDNF-Antikorpers fithrt zu einer reduzierten Neuroprotektion und Phospho-
rylierung von Trk [83]. In einem in vivo Modell der hypoxisch-ischdmischen Schidigung
im sich entwickelnden Gehirn wird die Hochregulierung der Caspase-3 als Zeichen der
Schadigung durch eine exogene Gabe von BDNF fast vollstandig aufgehoben [104]. Auch
in einem Modell der globalen Ischdmie in CA1 Neuronen wird durch die Gabe von EPO
die Expression von BDNF erhoht [105]. In priméren Neuronenkulturen fithrt die Be-
handlung mit BDNF zu einem Schutz der Zellen vor Schadigung durch Bestrahlung und
Sauerstoffentzug durch Blockade der Aktivitdt von Caspase-3 [106]. BDNF greift auf
verschiedensten Ebenen in das Uberleben der Zelle ein und wird durch die exogene Ga-
be von EPO induziert. In wieweit die einzelnen von uns untersuchten Kaskaden auch

unabhéngig von BDNF beeinflusst werden, ist dabei nicht klar zu unterscheiden.

4.4 EPO und Akt, ERK1/2

Es konnte ebenfalls aufgezeigt werden, dass eine Behandlung mit EPO signifikant zu

einer Hochregulierung zweier wichtiger Signalwege im Uberleben der Zelle fithrt: sowohl
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der MEK-ERK1/2, als auch der P1(3)-Kinase-Akt-Signalweg werden aktiviert und die
Herabregulierung durch eine Hyperoxie fast vollstandig wieder aufgehoben.

Im Mittelpunkt der Vermittlung der anti-apoptotischen Wirkung von EPO iiber Akt
und ERK1/2 steht JAK-2. Die Bindung von EPO an seinen Rezeptor 16st die Dimeri-
sation aus und fithrt zur Tyrosinphosphorylierung von Jak-2, die zur Phosphorylierung
verschiedener nachstehender Signalkaskaden wie Stat-5, MAPK, PI(3)K und zur Akti-
vierung von NF-kappa b fiihrt. Die Steigerung der synaptischen Ubertragung in hippo-
kampalen Zellkulturen wird dabei durch einen JAK-2 Inhibitor geblockt [107], wodurch
die zentrale Rolle von JAK-2 in der Ubermittlung von EPO unterstrichen wird.

Der Signalweg iiber PI(3)K, in dem Akt eine zentrale Funktion einnimmt, férdert das
Uberleben von Zellen durch seine anti-apoptotische Wirkung [108]. Durch die Aktivie-
rung von JAK-2 und anschliefsender Phosphorylierung von Akt werden pro-apoptotische
Proteine wie Forkhead [108], Bad [109], GSK3 [110] und Caspase-9 [111] durch Phos-
phorylierung inaktiviert. Akt hat zusétzlich eine stabilisierende Wirkung auf die mit-
ochondriale Membran [112] und kann die Aktivitdt von Caspase-9 und Caspase-3 direkt
inhibieren [113]. Die Phosphorylierung und damit der Grad der Aktivierung von Akt
héngt dabei von der Aktivitdt der PI(3)Kinase und JAK-2 ab.

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) beinhalten die durch extrazelluldre
Signale regulierten Kinasen ERK1/2, die c-Jun terminale Kinase (c-Jun-amino termi-
nal kinase, JNK) und die p38 Kinase. Die anti-apoptotischen Funktionen des ERK-
Signalweges liegen in der Fahigkeit, CREB zu aktivieren und den mitochondrialen apopto-
tischen Weg iiber Phosphorylierung von Bad und Caspase-9 zu unterbinden [105].

In menschlichen Blutvorlauferzellen wird beispielsweise der apoptotische Zelluntergang
durch Akt inhibiert [114]. Nach NO-Exposition von hippocampalen Stammzellkulturen
und EPO kann eine gesteigerte Akt-Aktivitat gemessen werden, die mit der Phosphory-
lierung und Inaktivierung von Bad verbunden ist und eine vermehrte Neuroprotektion
zur Folge hat [109]. In einem Modell der Hirnischdmie fiihrt die Applikation von EPO
zu einer Induktion der Aktivitdt von JAK-2, ERK1/2 und Akt, die mit einem erhéhten
Gehalt an Bel-X1 und erniedrigten Niveau von NO-Synthase 1 und 2 verbunden ist. Die
selektive Blockierung von ERK1/2 durch den Inhibitor PD98059 und von PI(3)K durch
den Inhibitor Wortmannin fiihrt nur zu einer Reduzierung der gewebeschiitzenden Wir-
kung von EPO und nicht zu einem kompletten Ausfall der Wirkung in Bezug auf die
Reduzierung der NO-Synthasel /2 Inhibierung, was die wichtige Rolle von p-Akt und
p-ERK1/2 in der Vermittlung der neuroprotektiven Wirkung von EPO unterstreicht,
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aber auch aufzeigt, dass es moglicherweise einen zusétzlichen alternativen Mechanismus
geben kann, der fiir die neuroprotektive Wirkung verantwortlich ist [115].

Auch unter globaler Ischdmie wird im Rattengehirn nach EPO-Applikation eine Hoch-
regulierung von Akt beobachtet, die in einem vermehrten Uberleben der Zelle miindet
und durch den PI(3)K Inhibitor LY294002 vollstindig aufgehoben wird [105].

Die Rolle von ERK1/2 in der Vermittlung der anti-apoptotischen Wirkung von EPO ist
in der Forschung bisher widerspriichlich diskutiert worden. Je nach Schadigungsmodell
scheint ERK1/2 eine untergeordnete Rolle bei der Vermittlung des antiapoptotischen
Settings wie bei der Parkinsonerkrankung [116] beziehungsweise kardialer [117] oder
cerebraler Ischdmie [105, 118] zu spielen. Auf der anderen Seite konnten andere Arbei-
ten feststellen, dass die Involvierung von ERK1/2 notwendig fiir die antiapoptotische
Vermittlung ist [115, 119]. Beispielsweise wird die neuroprotektive Wirkung von BDNF
durch Verstarkung der Phosphorylierung von Akt und ERK1/2 im neonatalen Hypoxie-
Ischdmie-Modell nur durch die Inhibierung von ERK1/2 aufgehoben, eine Blockierung
von Akt reicht nicht aus [120]. Auch unsere Arbeit unterstreicht die wichtige Funktion
von ERK1/2 in der Vermittlung der antiapoptotischen Wirkung von EPO auch beson-
ders im Hinblick auf den zeitlich schnelleren Anstieg von p-ERK1/2 nach EPO-Gabe.
Beobachtet man aber die Rolle von ERK1/2 in einem Modell des Schlaganfalls, so scheint
ERK1/2 je nach Art der Aktivierung eine doppelte Funktion einzunehmen. Einerseits
fiihrt die Aktivierung iiber exogene Wachstumsfaktoren und Ostrogen zu einer Neu-
roprotektion iiber die Stimulierung des anti-apoptotischen Bcl-2 und Blockierung des
pro-apoptotischen Bad, andererseits kann die Aktivierung iiber Zytokine und freie Radi-
kale das Ausmass der Schiddigung nach einem ischdmischen Ereignis vergrofern, indem
es zu einer Hochregulation von IL-§ beitragt [121].

Unter ischdmischen Bedingungen tragt die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Molekiilen
(ROS) oder freien Radikalen zu einem neuronalen Hirnschaden bei. Diese erhhte ROS-
Produktion ist aber auch mit einer erhthten ERK1/2-Aktivitdt verbunden, so dass
ERK1/2 méglicherweise einen Beitrag zu einem ischdmischen Schaden leisten konnte.
Ursache hierfiir ist vielleicht die ausbleibende Inaktivierung von ERK1/2 durch Phos-

phatasen, da diese durch anhaltenden oxidativen Stress selber inaktiviert werden [119].
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4.5 EPO und Caspasen

Die Caspasen sind an einer Vielzahl von schiadigenden Mechanismen in der Zelle betei-
ligt. Diese Arbeit zeigt eine Hochregulierung der extrazellularen Caspasenkaskade iiber
Caspase-2 und -8 und der Effektorcaspase-3 nach Hyperoxie Exposition und Herunterre-
gulierung nach Gabe von EPO, die sich mit den Ergebnissen anderer Schadigungsmodelle
decken. Bisher wurde dabei der Blick aber intensiv auf die Effektorcaspase-3 gelegt und
nur sehr wenig iiber die Rolle der Initiatorcaspasen in Erfahrung gebracht.

In einem Modell der Riickenmarksverletzung konnten anti-apoptotische und anti-inflam-
matorische Effekte durch Reduktion der erhéhten Caspase-3-Aktivitdt und Myeloperoxi-
daseaktivitit nach EPO-Applikation nachgewiesen werden [122]. Ahnliche Phinome-
ne lassen sich auch in einem anderen Schidigungsmodell mit Anoxie und NO-Gabe
in Neuronenkulturen beobachten: die intraperitoneale Gabe von EPO fiihrt zu einer
Reduzierung der Caspase-8-, Caspase-1- und Caspase-3-Aktivitat [123|. In einem PC
12-Zellkultur-Schadigungsmodell des M. Parkinson, wird durch die Gabe von EPO die
Apoptose verhindert, indem der Akt/GSK-3-Beta/Caspase-3 Signalweg aktiviert wird
[117].

Caspase-2 und Caspase-8 als Teil des DISC werden in unseren Untersuchungen nicht zeit-
gleich durch Hyperoxie aktiviert, sondern zeitlich versetzt: Caspase-2 wird schon nach
sechs Stunden beginnend hochreguliert und fillt nach 24 Stunden wieder ab, Caspase-
8 dagegen erreicht sein Aktivitdtsmaximum erst nach 48 Stunden. Die Exposition mit
Hyperoxie fiihrt dementsprechend zu einer lang anhaltenden Aktivierung des DISC und
damit zur Aktivierung der extrazelluldren Vermittlung der apoptotischen Kaskade [124].
Die Fahigkeit von EPO, die Aktivitat der Caspasen-3,-8 und -2 zu beeinflussen, scheint
eine wichtige Rolle in der Neuroprotektion von EPO zu spielen. Jedes dieser Proteine ist
mit einem unabhéngigen apoptotischen Mechanismus assoziiert, der zur DNA-Spaltung
oder Phosphatidylserin-Exposition fiihrt. EPO scheint in der Lage zu sein, die genomi-

sche DNA-Integritat zu erhalten und zu stabilisieren.

4.6 Affinitat des EPO-R

Fiir die Vermittlung der hdmatopoetischen Wirkung bei renaler Andmie wird in der
Medizin eine EPO-Dosierung von 100-1000 U/kg empfohlen[125]. In experimentellen

Studien zeigte sich aber wiederholt, dass diese niedrige Dosierung fiir die Vermittlung
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der neuroprotektiven Wirkung nicht ausreicht. Hintergrund hierfiir ist die unterschiedli-
che Affinitdt des EPO-R fiir EPO in verschiedenen Zellen: der EPO-R auf PC 12-Zellen
und Astrozyten wird erst ab einer sehr hohen EPO-Konzentration von 10.000 pM ange-
sprochen. Dies spiegelt sich auch in den verschiedenen Experimenten wieder: in unserem
Hyperoxie-Modell zeigt sich beispielsweise, dass erst die Dosierung von 20.000 IE /kg KG
im Vergleich zu 10.000 IE/ kg KG zu einer signifikanten Reduzierung des apoptotischen
Scores fiihrt. Auch in einem MK-801-Modell fithrt erst eine Dosierung von 20.000 IE /kg
KG zu einer signifikanten Reduzierung des apoptotischen Scores und eine Dosissteige-
rung oder zweimalige Gabe hat keinen steigernden Effekt [97]. Betrachtet man EPO
und EPO-R als zelleigenes Schutzsystem, so spricht die geringe, im nanomolaren Be-
reich liegende Affinitdt des EPO-R auf PC 12-Zellen und die normalerweise im Blut
zirkulierende hohe Menge an EPO (1-5pM) dafiir, dass EPO seine neuroprotektive Wir-
kung moglicherweise nur iiber den parakrinen und autokrinen Weg im Gehirn vermittelt
[80, 126].

4.7 EPO und EPO-R in der Neurogenese

Die Rolle von EPO und EPO-R im Nervensystem erstreckt sich iiber die Gewebeoxyge-
nierung hinaus, ihm fallt wéhrend der kritischen Phase der neuronalen Entwicklung eine
entscheidende Rolle zu. EPO und EPO-R knockout Méuse zeigen beispielsweise Defekte
in der Neurogenese wie unterentwickelte Gehirnregionen und ein geringeres Hirnwachs-
tum auf, die eindeutig mit dem Nichtvorhandensein von EPO und EPO-R korrelieren.
Die identischen Phénotypen in Bezug auf hdmatopoetisches und neuronales Verhalten
von EPO- und EPO-R knockout Méausen legen das Augenmerk auf die Wichtigkeit des
klassischen EPO-R in der Neurogenese.

Brines et al. stellten fest, dass EPO an zwei verschiedene Rezeptoren binden kann, ein-
mal an den klassischen EPO-R, fiir den eine hohe Affinitét vorliegt und einmal an #cR
(CD 131), fiir den nur eine sehr geringe Affinitdt besteht. Im zentralen Nervensystem
scheint die neuroprotektive Wirkung tiber fscR vermittelt zu werden, wie ein Ausfall der
Neuroprotektion von EPO in fcR knockout Mausen zeigt [79]. Auch EPO-R knock-down
Mause zeigen keinen Unterschied in der Infarktgréfse nach einem evozierten Schlaganfall
auf, was die Uberlegung unterstreicht, dass es fiir die Vermittlung der Neuroprotekti-
on einen alternativen Mechanismus geben konnte, beispielsweise iiber Bindung an die
fs-Rezeptoruntereinheit[127].
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Interessanterweise zeigen £cR knockout Méuse aber keine hdmatopoetischen, kardialen
oder sogar neurologische Defekte auf, so dass die Vermutung nahe liegt, dass das fiir die
Neurogenese erforderliche EPO nur iiber den klassischen EPO-R vermittelt wird. Andere
Uberlegungen zeigen auf, dass sich der EPO-R des Gehirns hinsichtlich seiner Affinitéit
fiir EPO, dem molekularen Gewicht und seiner assoziierten Proteine vom EPO-R im
restlichen Gewebe unterscheidet.

Die Rolle von EPO und seinem Rezeptor besonders im sich entwickelnden Gehirn ist
noch nicht hinreichend geklart. Weiterhin unklar bleibt, ab wann die Neurogenese iiber
EPO-R beendet ist und die Neuroprotektion iiber £cR vermittelt wird oder ob es paral-
lele Systeme der beiden Rezeptoren gibt.

4.8 EPO als korpereigenes Schutzsystem und seine Folgen

Im Gehirn scheinen EPO und sein Rezeptor eine wichtige Rolle im ZNS-eigenen Sicher-
heitssystem bei hypoxischen und ischdmischen Schiden zu spielen. Das Gehirn reagiert
wie alle anderen Zellverbéande sehr sensibel auf Hypoxie und Ischdmie mit Zelluntergang.
Im menschlichen Gehirn fiihrt ein ischdmischer Insult zu einer verstarkten Expression
von EPO und EPO-R in Neuronen, Astrozyten und Endothelzellen [128].

Werden neuronale Zellen durch Hypoxie prikonditioniert, fithrt dies zu einem vermehrten
Uberleben der Zelle bei einem folgenden schwereren hypoxischen Ereignis. Im Zentrum
dieses Schutzmechanismus steht wahrscheinlich die endogene Produktion von EPO durch
Astrozyten, Neuronen und Endothelzellen, da bekannt ist, dass diese auf Hypoxie mit
vermehrter EPO-Produktion reagieren [68]. Eine 180-miniitige hypoxische Priakonditio-
nierung im Mausmodell und anschliefende Hypoxie senkt das Infarktvolumen signifikant.
Hintergrund ist eine vermehrte HIF-1 DNA-Bindungsaktivitdt und eine erhéhte Tran-
skription des Erythropoietingens. Durch Hinzufiigen eines 16slichen EPO-Rezeptors oder
EPO-Antikorpers wird dieser protektive Effekt wieder um 40-88 % reduziert, aber nicht
vollstindig aufgehoben, was einen moglichen zusétzlichen Schutzmechanismus der Zelle
vor hypoxischen Ereignissen vermuten lésst {129, 130].

Kombiniert man aber die ischdmische Priakonditionierung mit der Gabe von EPO, so
muss man feststellen, dass zwei schiitzende Mechanismen zusammen nicht zu einer Po-
tenzierung fiihren, sondern ganz im Gegenteil einen schadigenden Effekt auf das Ge-
hirn haben. Weber et al. konnten zeigen, dass eine voriibergehende moderate Hypoxie

(10 %05) in Kombination mit einer hohen Dosis an EPO von 40 IU/ml zu einem ver-
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mehrten neuronalen Schaden und zu einem fast vollstdndigen Ausfall der schiitzenden
Wirkung fiihrt [131]. Moglicherweise fiihrt die Prakonditionierung durch moderate Hy-
poxie zu einer Hochregulierung jenes EPO-Rezeptors mit einer hohen Affinitét, der aber
nicht fiir die Vermittlung der neuroprotektiven Wirkung von EPO verantwortlich ist.
Eine Prékonditionierung durch Hypoxie kann also zu einem relativen Mangel von fcR
und damit zu einem Ausfall der Vermittlung der Neuroprotektion fithren, da nur der
klassische EPO-R iiberproportional hochreguliert wird [132].

4.9 Nebenwirkungen von Erythropoietin

Ein potentielles Problem bei der chronischen Applikation von EPO in hohen Dosen
zur Neuroprotektion sind die moglichen unerwiinschte Nebenwirkung auf die Erythro-
poese, die zu einer Steigerung des Blutvolumens und erhohter Pléttchenaggregabilitit
fiihrt. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Steigerung des Hamatokrit durch
EPO-Applikation einen Hirnschaden verursachen und vergrofern kann [133]. Pharma-
kologische Dosen von EPO stimulieren zusétzlich die Produktion von hyperreaktiven
Thrombozyten, die eine Thrombose pradisponieren kénnen [134|. Systemisch appliziert
kann EPO auch zu Hypertonus, hypertensiver Enzephalopathie und einer gesteigerten
Artheriosklerose fiithren [133]. Auch eine gesteigerte Mortalitéat konnte bei Dialysepati-
enten, die eine Hochdosistherapie mit EPO erhalten hatten, retrospektiv nachgewiesen
werden [125].

Untersucht man neugeborene Ratten, auf die Langzeitfolgen der Hochdosis-EPO-Therapie,
so finden sich im Gegensatz keine der aufgefithrten Nebenwirkungen [135, 136].

Es entstand ein Bedarf an nicht-erythropoetisch wirksamen EPO-Derivaten, die aber
weiterhin neuroprotektive Wirkung vermitteln kénnen, wie AsialoEPO und CarbamylE-
PO (CEPO). Beide versuchen auf verschiedene Weise die hdmatopoetische Wirkweise
und damit einige genannte Nebenwirkungen zu umgehen.

AsialoEPO besitzt eine zu kurze Halbwertszeit (1-2 Stunden, dazu EPO im Vergleich
ungefihr 5,6 Std) um die Erythropoese zu stimulieren, kann aber iiber EPO-R die Neuro-
protektion initiieren. In verschiedenen Schadigungsmodellen wie fokaler Isch&dmie, neona-
taler Ischdmie oder Riickenmarksverletzungen konnte eine dquivalente neuroprotektive
Wirkung zu EPO gezeigt werden. Die unerwiinschten Nebenwirkungen der Hamatopoese
kénnen aber bei chronischer und repetitiver Anwendung von AsialoEPO nicht vollkom-

men ausgeschlossen werden [137, 138].
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Unter der Annahme, dass die neuroprotektive Wirkung von EPO iiber einen anderen
Rezeptor als den EPO-R vermittelt wird wie zum Beispiel £cR und der Uberlegung,
dass die Neuroprotektion iiber eine Region von EPO vermittelt wird, die nicht an EPO-
R bindet, wurde versucht, durch molekulare Anderungen die erythropoetische Wirkung
zu neutralisieren. Durch Carbamylierung von Lysin in Homocitrullin enstand CEPO mit
veranderter Proteinkonformation und Funktion. Die Halbwertszeit liegt bei 3,3 Stunden,
so dass CEPO theoretisch lange genug im Blut zirkuliert, um potentiell iiber einen al-
ternativen Weg die Hamatopoese zu stimulieren. Im Rattenmodell konnten selbst nach
8-wochiger taglicher Gabe von CEPO keine Auswirkungen auf den Hamatokrit und den
Hamoglobingehalt nachgewiesen werden. In verschiedenen Schadigungsmodellen zeigt
CEPO die gleiche neuroprotektive Wirkung wie EPO, im Modell der Riickenmarksver-
letzung konnte zuséatzlich ein vorteilhafter Effekt auf die neurologische Funktion gezeigt
werden [139].

4.10 EPO und die Blut-Hirn-Schranke

Werden Friithgeborene mit EPO zur Behandlung der Frithgeborenenandmie mit einer Do-
sierung von 200-400 IU /kg behandelt, so findet sich im Liquor der Neugeborenen kein
Nachweis von EPO. Das wirft die Vermutung auf, dass EPO die Blut-Hirn-Schranke
(BHS) nicht iiberwinden kann, da sie normalerweise fiir Molekiile ab einer Grofe von 30
kDa impermeabel ist. Untersucht man aber das Serum und den Liquor von asphykti-
schen Neugeborenen oder von Neugeborenen mit einer ventrikuldren Blutung, stellt man
einen hoheren Anteil an EPO in Blut und Liquor fest [140]. Ist die BHS geschadigt, wie
beispielsweise durch eine Subarachnoidalblutung oder generalisierte Entziindung, lésst
sie folglich auch grofte Molekiile passieren. Aber auch bei systemischer Anwendung kann
ein kleiner Teil ( < 2%) EPO die BHS als intaktes Molekiil in gesunden Individuen und
Patienten mit Schizophrenie iiberwinden [141]. Zur Klirung, wie EPO die BHS iiber-
windet, gibt es verschiedene Theorien. Brines et al. stellten im Tiermodell fest, dass der
EPO-R auf der Oberfliche von Endothelzellen im Bereich von Kaveolen-Vesikeln expri-
miert wird. Diese konnen mit der luminalen und abluminalen Membran verschmelzen,
wodurch das Konzept der Rezeptorvermittelten Transcytose unterstiitzt wird. Die Auf-
nahme von EPO iiber die BHS geschieht dabei in einer sehr langsamen Rate, dhnlich
einem nicht séttigbaren Mechanismus [142]. Nach systemischer Gabe einer hohen Dosis

EPO lasst sich ein EPO-Anstieg nach drei Stunden im Liquor nachweisen, welcher einer
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Kinetik erster Ordnung entsprechen wiirde und von der Permeabilitdt der BHS abhéngig
bleibt. Diese Untersuchungen unterstiitzen eher das Konzept, dass der Transport trans-
membrands erfolgt oder einem nicht-rezeptorvermittelten Mechanismus unterliegt [143].
Die Passierbarkeit der BHS fiir EPO auch im gesunden Individuum eréffnet vielfélti-
ge mogliche Therapieformen. In der Neonatologie liegen die Bestrebungen der EPO-
Anwendung zum Schutz des besonders anfilligen sich entwickelnden Gehirns vor einem
schidigenden Ereignis, wie beispielsweise der Beatmung mit lebensnotwendigem Sauer-

stoff oder vor der Gabe lebensnotwendiger Medikamente.

4.11 Klinische Studien mit EPO

Sowohl in der Neonatologie als auch in der Erwachsenenmedizin gibt es bisher sehr
wenige Studien zur EPO-Wirksamkeit in Hinblick einer méglichen Neuroprotektion. Ei-
ne erste wichtige klinische Studie zum Beweis der Neuroprotektivitdt im menschlichen
Gehirn wurde von Ehrenreich et al. 2002 mit der Goéttinger EPO-Schlaganfall-Studie
vorgestellt. Hier erhielten erstmalig Patienten in einer Phase III Studie rhEPO, die
einen Schlaganfall durch den Verschluss der Arteria cerebri media erlitten hatten. In
der Doppelblind-Studie konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass Patienten, die EPO
im Vergleich zu einem Plazebo erhalten hatten, schon kurze Zeit nach dem Insult un-
ter weniger prominenten neurologischen Defiziten litten und die Wiedererlangung ihrer
neurologischen Funktionen verbessert wurde [144].

Auch in einer kleinen Gruppe von Patienten, die an Schizophrenie leiden wurde 2003
EPO zusétzlich zur antipsychotischen Therapie getestet. Ziel war dabei die Verbesserung
der kognitiven Leistungen und einem schleichenden degenerativen Prozess entgegen zu
wirken. Die Studie stellte fest, dass EPO, wenn peripher verabreicht, die intakte Blut-
Hirn-Schranke iberwinden kann und vermehrt im Gehirn von Patienten mit Schizophre-
nie angereichert wird. Zusétzlich wurde ein positiver Einfluss durch eine Verbesserung
der kognitiven Leistungen nachgewiesen. In wvitro konnte zusatzlich die Reduktion der
Haloperidol-induzierte Apoptose nachgewiesen werden [145].

In der Neonatologie wird Erythropoietin in einigen Neonatalzentren zur Pravention der
Frithgeborenenandmie eingesetzt. Durch eine frithzeitige und hochdosierte Gabe von Ery-
thropoietin in Kombination mit Eisen ab dem achten Lebenstag in einer Dosierung von
3 mal 250 IE/ kg KG die Woche kann der postpartale Himatokritabfall aufgehalten und
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4 Diskussion

somit der Transfusionsbedarf gesenkt werden [60].

Bisher gibt es aber nur sehr wenige Studien, die die Wirkung von Erythropoietin bei
Frithgeborenen in Hinblick auf seine neuroprotektive Wirkung untersuchen. So kénnen
zusétzliche Erkenntnisse {iber eine mogliche Neuroprotektivitdt nur indirekt aus ande-
ren Studien gezogen werden. Vergleicht man das neurologische Outcome von ELBWs,
die mit EPO zur Senkung des Transfusionsbedarf behandelt wurden, mit dem kleiner
Patienten, die nur ein Plazebo erhalten haben, so zeigt sich keine signifikante Verbesse-
rung in der neurologischen Entwicklung nach 18 bis 22 Monaten [146]. Die Ergebnisse
mit der ausbleibenden neuroprotektiven Wirkung von EPO kommen nicht unerwartet,
beriicksichtigt man einige Eigenarten von EPO und EPO-R im Gehirn beziiglich Expres-
sion, endogener EPO-Produktion, Gabezeitpunkt und Dosierung, besonders im Hinblick
auf die Transportfihigkeit iiber die Blut-Hirn-Schranke. Um eine signifikante neuropro-
tektive Wirkung zu erzielen, muss, wie in vielen experimentellen Studien gezeigt wurde,
eine hohe Dosis von EPO in einem kurzen zeitlichen Intervall zum Beginn der neu-
ronalen Schéadigung verabreicht werden, um die verzogerte endogene EPO-Produktion
vier Stunden nach dem hypoxischen Ereignis im Gehirn, im Vergleich zu zwei Stunden
EPO-Maximum-Peak im iibrigen Gewebe auszugleichen. Es ist dementsprechend davon
auszugehen, dass es in der Studie von Ohls et al. zu keinem signifikanten Unterschied in
der neurologischen Entwicklung kam, da beide Patientengruppen die gleiche geringe An-
zahl an EPO im Gehirn aufwiesen [146]. In anderen Studien konnte ein Zusammenhang
zwischen EPO-Konzentration und geistiger Entwicklung hergestellt werden. Brierer et
al. untersuchten bei ELBWs die Konzentration von EPO im Serum nach Applikation
von 3 mal wochentlich 400 IE / kg KG. Dabei konnte festgestellt werden, dass die geis-
tige Entwicklung, ermittelbar mit dem Mental Developmental Index der Neugeborenen
mit einer EPO-Serumkonzentration tiber 500 U/ mL weiter voran geschritten war [147].
Man kann dementsprechend von einer Korrelation zwischen der Menge an EPO, die das
zentrale Nervensystem erreicht und der verbesserten geistigen Entwicklung ausgehen.
Im Liquor von Erwachsenen nach systemischer EPO-Applikation konnten Ehrenreich et
al. aufzeigen, dass EPO die gesunde Hirnschranke passiert und bis zu einer Konzentra-
tion von 17,1 mU/ ml ansteigt. Dies entspricht einer 60-100 mal hoheren Konzentration
im Vergleich zum Normbereich [144]. Im Liquor des gesunden Neonaten entspricht die-
se Konzentration dem natiirlichen Durchschnittsbereich (0,6-21 mU/ml), wodurch die
Nichtvergleichbarkeit und Ubertragbarkeit von Verhiltnissen im adulten Organismus

auf den Neonaten unterstrichen wird.
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4 Diskussion

Eine neuroprotektive Wirkung kann also gerade im Hinblick auf die speziellen Verhéltnis-
se im unreifen Gehirn des Neonaten eher nach hoheren Dosen von EPO (ab 5000 IE /kg
KG), zeitlich im kurzen Abstand zur Schidigung, und durch eine kurze wiederholte Ga-
be erreicht werden [147].

Zur Evaluierung der Pharmakokinetik und Sicherheit einer Therapie mit hochdosiertem
EPO in ELBWs, einem Patienkollektiv, welches in seiner Entwicklung besonders von neu-
rologischen Folgeschidden betroffen ist [3], stellten Juul et al. 2008 ihre Phase I/II Studie
vor. In dieser wurden 30 Neonaten mit 30 Kontrollpatienten verglichen, die ab Lebenstag
1 dreimalig intravenos EPO in einer Dosierung von 500, 1000 oder 2500 IE/ kg erhielten.
Die Administration von 1000 IE/ kg und 2500IE/ kg fiithrte zu einer Serumkonzentrati-
on, die in Tiervergleichsmodellen eine Neuroprotektion vermittelte. Zusétzlich konnten
weder eine erhohte Mortalitat, Morbiditdt noch unerwiinschte Nebenwirkungen in der
EPO-Gruppe festgestellt werden, womit die kurzfristige Sicherheit einer Therapie mit
hochdosiertem EPO belegt werden konnte. Aussagen iiber die langfristigen moglichen
Nebenwirkungen, sowie Daten iiber eine mogliche therapeutische Neuroprotektion ste-
hen noch aus [148].

Eine erste randomisierte double-blind Studie mit hochdosierter Erythropoietin Gabe
(3000IE/ kg) an Frithgeborene zur Erfassung des neurologischen Outcomes wurde 2008
erstmals von Fauchére et al. vorgestellt [149]. Einerseits sollte die Sicherheit der Thera-
pie im Bezug auf eventuelle Nebenwirkungen, die aus der Erwachsenenmedizin bekannt
sind, Uiberpriift werden, andererseits sollte versucht werden, eine Aussage tiber das Pro-
fitieren von Frithgeborenenen von einer Hochdosistherapie zur Vermeidung eventueller
neurologischer Folgenschéden getroffen werden. Die bekannten Nebenwirkungen wie ein
erhohter Hamatokrit oder ein vermehrtes Auftreten von Retinopathien konnten nicht
nachgewiesen werden, aber es fand sich eine nicht weiter aufgeklarte erhohte Mortali-
tatsrate in dem Patientenkollektiv, das EPO erhalten hatte. In Bezug auf eine mogliche
Neuroprotektion konnte als erste wichtige Erkenntnis festgestellt werden, dass es beziig-
lich des kurzfristigen neurologischen Outcomes zu keinen signifikanten Unterschieden in
den beiden Gruppen kam. Eine Follow-Up Studie nach 24 Monaten und 5 Jahren soll
im Verlauf Auskunft {iber das langfristige Outcome geben.

In der klinischen Erprobung der Neuroprotektion von EPO zeigt sich, dass erste vielver-
sprechende Studien bisher leider keine Aussagen iiber die langfristigen Auswirkungen,

beziiglich Morbiditit oder eventueller Folgeschdden liefern kénnen.
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5 Zusammenfassung

Wiéhrend die Mortalitét von Kindern mit Frithgeburtlichkeit und extremer Unreife in den
letzten Jahren Dank der verbesserten neonatalen Intensivmedizin gesunken ist, besteht
weiterhin eine Vielfalt an langfristigen neurologischen Morbiditéten, die zu einer grofsen
Belastung fiir die Betroffenen und deren Familien fiihrt und ein nicht zu unterschéatzen-
des soziobkonomisches Problem darstellen. In vielen Féllen lédsst sich auch retrospektiv
kein schadigendes Ereignis identifizieren, welches eine Erklarung fiir die neurologische
Morbiditat liefern konnte. Im Tiermodell konnte die Exposition gegeniiber Hyperoxie
in mehreren Arbeiten als Ausloser fiir eine vermehrte apoptotische Degeneration von
Neuronen im sich entwickelndem Gehirn erkannt werden. Auch in der neonatalen In-
tensivmedizin ist die Behandlung der kleinen Patienten mit Sauerstoff ein integraler
Bestandteil. Wie alle unreifen Organsysteme ist das Gehirn durch seine unausgereiften
antioxidativen Enzymsysteme anfillig fiir oxidativen Stress durch reaktive Sauerstoffra-
dikale. Da eine Behandlung mit Sauerstoff in den meisten Féllen nicht zu vermeiden
ist, ist die Suche nach geeigneten neuroprotektiven Massnahmen von héchster Prioritét.
Erythropoietin, das als bekanntes Mittel in der Behandlung der Friihgeborenanémie zu-
gelassen ist, gilt seit seiner Entdeckung von EPO und seinem Rezeptor im Gehirn und
seinen neuroprotektiven Fahigkeiten als ein erfolgsversprechender Kandidat. Besonders
fiir die Neonatologie, wo ein EPO-Einsatz auch prophylaktisch moglich sein konnte, gilt
es, seine Wirkweise auf das noch unreife Gehirn zu erforschen.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Exposition mit Hyperoxie im neonata-
len Rattengehirn eine Vielfalt an Mechanismen beeinflusst, die in einer vermehrten Neu-
rodegeneration miinden: die apoptotische Kaskade iiber die Effektorcaspase-3 und die
Initiatorcaspasen-2 und -8 als Teil der extrazellular vermittelten apoptotischen Kaska-
de werden signifikant hochreguliert und die zellschiitzenden Neutrotrophine wie BDNF,
sowie die damit verbundenen nachstehenden Signalkaskaden tiber p-Akt und p-ERK1/2
werden signifikant herrunterreguliert. Histologisch konnen die gewonnenen molekularbio-
logischen Erkenntnisse durch die DeOlmos Kupfer-Silber-Féarbung verdeutlicht werden,

indem es nach Hyperoxie Exposition zu einer Zunahme der degenerierten Zellen kommt.
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5 Zusammenfassung

Appliziert man vor der Exposition mit Sauerstoff Erythropoietin intraperitoneal in einer
Dosierung von 20.000 IE /kg KG, so lasst sich signifikant sowohl histologisch als auch mo-
lekularbiologisch auf den verschiedenen Ebenen eine Verminderung des Ausmasses der
Schadigung durch Hyperoxie nachweisen. Histologisch nimmt die Anzahl an degenerier-
ten Zellen um 2/3 ab. Auf molekularbiologischer Ebene zeigt sich, dass der erniedrigte
Gehalt von BDNF durch Hyperoxie beginnend nach 12 Stunden angehoben wird und
fast ein Level wie unter normoxischen Bedingungen erreicht. Auch die Herunterregulati-
on der darunterliegenden Kaskaden iiber p-Akt und p-ERK1/2 werden in Teilen wieder
aufgehoben. Auf Seiten der pro-apoptotischen Kaskade fiihrt die EPO-Gabe zu einer
Verminderung der Hochregulation, sowohl Caspase-3 als auch die Initiatorcaspasen-2
und -8 werden in ihrem Ausmass reduziert. Besonders in den Aktivitédtsassays der Cas-
pasen zeigt sich eindrucksvoll, wie die Gabe von EPO das Aktivitédtsniveau der Caspasen
negativ beeinflussen kann und somit das Gleichgewicht zwischen pro- und anti- apopto-
tischen Signalen zu Gunsten der Neuroprotektion verschiebt.

Erythropoietin scheint ein geeignetes Mittel zu sein, um der vermehrten Neurodegene-
ration durch Hyperoxie entgegen zu wirken.

Obwohl viele Studien einen positiven Effekt in Bezug auf die Neuroprotektion im neo-
natalen Gehirn aufzeigen konnten, gibt es auch kritische Stimmen, die einem Gebrauch
von EPO in der Neonatologie skeptisch gegeniiber stehen. Sowohl sein Einsatz in der
Behandlung der Friihgeborenenandmie ist in einigen Perinatalzentren neu iiberdacht
worden, als auch das Auftreten einer erhchten Mortalitidt wihrend der Behandlung als
Neuroprotektivum in ersten klinischen Studien zeigt uns, dass wir aufgrund vieler of-
fener Fragen im Bezug auf Wirkweise und Nebenwirkungen noch weit am Anfang der
klinischen Anwendung stehen.

Die Antwort kann nur in einer intensiveren Auseinandersetzung und Erforschung der
Mechanismen im unreifen Gehirn liegen, um einen eventuell schidigenden Nebeneffekt

von exogen zugefiihrtem EPO auszuschliefsen.
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