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KURZFASSUNG

II1. Kurzfassung

Einleitung: Perinatale Asphyxie ist die dritthdufigste Todesursache in den ersten vier
Lebenswochen und kann zu schweren neurologischen Folgeschdden filihren. Die einzige
evidenzbasierte Therapie ist die Absenkung der Korpertemperatur auf 33-34 °C fiir 48-72
Stunden. Die Mechanismen der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion sind bis heute nur
teilweise verstanden. Insbesondere die Rolle der Kilteschockproteine RBM3 und CIRP bleibt
unklar. Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines Zellkulturmodells, um den Einfluss von
Hypoxie und Hypothermie auf das Zelliiberleben, das Proliferationsverhalten und den

Zellmetabolismus sowie die Regulation von Kilteschockproteinen zu untersuchen.

Methoden: Fiir die Versuche wurden die humane Zelllinie SK-N-SH und eine Zellkultur aus
primdren kortikalen Neuronen verwendet. Hypoxie wurde mit Hilfe einer Hypoxiekammer mit
Sauerstoftkonzentrationen von 0,2 % bzw. 8 % fiir 24 Stunden durchgefiihrt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 24, 48 oder 72 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt. Zelltod wurde mit Hilfe der
LDH- bzw. NSE-Aktivitit in den Zellliberstinden quantifiziert. Fiir das Apoptoseverhalten
wurde das Verhéltnis von Procaspase 3 zu aktivierter Caspase 3 mittels Western Blot-Technik
analysiert. Das Proliferationsverhalten wurde mit der BrdU-Methode untersucht. Die
Zellmorphologie wurde durch Immunfluoreszenzféarbung von BIII-Tubulin und DAPI dargestellt.
Der Zellmetabolismus wurde durch Messung des ATP-Gehalts und die metabolische Aktivitit
mittels MTT-Reduktion untersucht. Die Regulation der Kélteschockproteine RBM3 und CIRP
wurde mit RT-PCR und Western Blot-Technik analysiert.

Ergebnisse: Schwere Hypoxie fiihrte zu signifikant vermehrtem Zellsterben in SK-N-SH,
wohingegen milde Hypoxie keinen Einfluss auf das Zelliiberleben von SK-N-SH oder primiren
Neuronen hatte. Hypothermie reduzierte signifikant den Zelltod durch Hypoxie. Weder schwere
noch milde Hypoxie fiihrten zu einer erhohten Apoptoserate und es war kein Einfluss auf die
Zellproliferation zu beobachten. Morphologisch fiihrte schwere Hypoxie zu einem Anschwellen
der Zellsomata, Hypothermie reduzierte diese morphologischen Verinderungen. Schwere
Hypoxie reduzierte signifikant den ATP-Gehalt in SK-N-SH-Zellen. Die metabolische Aktivitdt
wurde weder durch milde noch durch schwere Hypoxie sondern lediglich durch Hypothermie

reduziert. Hypothermie fiihrte zu einer Induktion der mRNA von RBM3 in SK-N-SH und
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primdren Neuronen, sowie zu einer erhohten RBM3-Proteinexpression in SK-N-SH. CIRP-
mRNA und —Protein wurden in SK-N-SH durch moderate Hypothermie ebenfalls hochreguliert,
die Unterschiede waren jedoch nur zu einigen Zeitpunkten signifikant. Weder schwere noch

milde Hypoxie hatten einen erkennbaren Einfluss auf die Regulation von RBM3 und CIRP.

Schlussfolgerungen: Moderate Hypothermie schiitzt neuronale Zellen vor Zelluntergang durch
Hypoxie. Dariiber hinaus induziert moderate Hypothermie die Kélteschockproteine RBM3 und
CIRP sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene. Diese konnten mogliche

Mediatoren der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion sein.

10



ABSTRACT

IV. Abstract

Introduction: Perinatal asyphyxia is the third most frequent cause of death occuring in the first
4 weeks of life and can also lead to severe neurological damage. The only evidence-based
therapy is to lower the body temperature to 33-34 °C for 48-72 hours immediately after birth.
However, the mechanisms of hypothermia-induced neuroprotection are still poorly understood,
especially the role of cold-shock proteins. Therefore, the aim of this study is to establish a cell-
based model to investigate the effects of hypoxia and hypothermia on cell survival, proliferation,

and cell metabolism, as well as the regulation of cold-shock proteins.

Methods: Experiments were performed using a human SK-N-SH neuroblastoma cell line and
mouse primary cortical neurons. Cells were exposed to either 0,2 % or 8 % O, for 24 hours in a
hypoxia incubator followed by cooling to 33,5 °C for 24, 48 or 72 hours. Cell viability was
assessed by LDH and NSE secretion into cell culture medium, apoptosis was analyzed via
caspase 3 activation by western blots and cell proliferation was studied using BrdU cell
proliferation assay kit. Neuronal cell type and morphology was identified by
immunofluorescence staining with BIII-Tubulin and DAPI. Cell metabolism was assessed by
quantification of intracellular ATP levels and MTT reduction. The regulation of the cold-shock-

proteins RBM3 and CIRP was analyzed via qRT-PCR and western blot.

Results: Exposure to severe hypoxia (0,2 % O,) significantly increased cell death in the SK-N-
SH cells, whereas mild hypoxia did not have an observable impact on cell survival in either SK-
N-SH or primary cortical neurons. Moderate hypothermia for 48 or 72 hours rescued the cells
from hypoxia-induced injury. No effects on apoptosis or cell proliferation by either degree of
hypoxia were observed. However, severe hypoxia lead to observable cell swelling which was
attenuated by hypothermia. Exposure to severe hypoxia also resulted in significantly reduced
intracellular ATP-level in the SK-N-SH cells. Metabolic activity was not influenced by mild nor
severe hypoxia, but reduced by hypothermia. RBM3 mRNA expression was induced by
hypothermia in both SK-N-SH and primary cortical neurons, but RBM3 protein expression was
up-regulated in response to hypothermia only in the SK-N-SH cells. Both CIRP mRNA and

protein were up-regulated under hypothermic conditions, but only significantly at some time

11
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points. Neither mild nor severe hypoxia alone had an observable impact on the expression of

RBM3 and CIRP.

Conclusion: Moderate hypothermia protects neurons from hypoxia-induced cellular injury.
Moreover, expressions of the cold-shock proteins RBM3 and CIRP are induced by moderate
hypothermia on both the transcriptional and the translational levels. Cold-shock proteins could

be a possible mediator of hypothermia-induced neuroprotection.

12



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Therapeutische Hypothermie

1.1.1 Definition Hypothermie

Als Hypothermie ist die Senkung der Korperkerntemperatur auf < 36,0 °C definiert. Dabei ist
die akzidentelle, nicht-induzierte Hypothermie im Rahmen einer Kilteexposition von der
kontrolliert induzierten oder therapeutischen Hypothermie (TH) zu unterscheiden. In
Abhiangigkeit von der Hohe der Senkung der Korperkerntemperatur ldsst sich therapeutische

Hypothermie weiter unterteilen in '

- Milde Hypothermie 34,0 °C bis 35,9 °C

- Moderate Hypothermie 32,0 °C bis 33,9 °C

- Moderat tiefe Hypothermie 30,0 °C bis 31,9 °C
- Tiefe Hypothermie < 30,0 °C.

Die therapeutische Hypothermie dient in der klinischen Anwendung der Organprotektion und
wird in verschiedenen Fachbereichen angewendet. Dabei wird zum einen prophylaktisch, z. B.
intraoperativ bei kardiochirurgischen Eingriffen und zum anderen sekundidr nach einer

potentiellen Gewebsschidigung gekiihlt.'

1.1.2 Klinische Anwendung der therapeutischen Hypothermie

Milde bis moderate Hypothermie (34-35 °C) fiir 48 bis 72 Stunden wird in den aktuellen
Leitlinien (Stand 06/2013) zur Therapie der perinatalen Asphyxie bei Neonaten ab einem
Gestationssalter von 36 Schwangerschaftswochen empfohlen.”> In mehreren kontrollierten
randomisierten Studien und deren Meta-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass milde bis
moderate Hypothermie die Mortalitit reduziert und das neurologische Outcome verbessert.””
Ein tendenziell positiver Effekt der Kiihlung auf das Uberleben und die Entwicklung der
Intelligenz konnte noch bei Nachuntersuchungen im Alter von 6 bis 7 Jahren gezeigt werden. '
Moderate Hypothermie (32-34 °C) fiir 12 bis 24 Stunden wird nach kardiopulmonaler
Reanimation bei Herzstillstand auBerhalb eines Krankenhauses nach Kammerflimmern oder
ventrikuldren Tachykardien als Initialrhythmus in den Leitlinien der American Heart Association

empfohlen.'' Mehrere multizentrische Studien konnten einen positiven Effekt auf das Uberleben

13



EINLEITUNG

1213 Rine multizentrische internationale Studie von

und das neurologische Outcome belegen.
Nielsen et al. stellt die derzeitig angewandten Zieltemperaturen in Frage, nachdem sie keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Gesamtiiberlebens und der neurologischen klinischen
Entwicklung zwischen auf 33 °C und auf 36 °C gekiihlten Patienten fanden.'* Der therapeutische
Nutzen von Hypothermie nach erfolgreicher kardiopulmonaler Reanimation nach Herzstillstand

517" Rine aktuelle

aullerhalb des Krankenhauses wird auch bei Kindern untersucht.
multizentrische Studie von Moler et al. hat keinen signifikanten Vorteil von Hypothermie
gegeniiber Normothermie hinsichtlich des Uberlebens mit guter Funktionalitit bei Kindern im
Alter von 2 Tagen bis 18 Jahren feststellen konnen.'® Die therapeutische Anwendung von
moderater bis milder Hypothermie nach Schédel-Hirn-Trauma und Schlaganfall ist Gegenstand

der klinischen Forschung.'®?

1.2 Klinischer Hintergrund: Perinatale Asphyxie

1.2.1 Perinatale Asphyxie und hypoxisch-ischimische Enzephalopathie

Perinatale Asphyxie ist weltweit die dritthdufigste Todesursache in den ersten 4 Lebenswochen
und eine der Hauptursachen fiir eine dauerhafte neurokognitive Behinderung.*> In den westlichen
Industrielindern wie den USA, Australien und Deutschland geht man von 1-3 betroffenen

Kindern pro 1000 Lebendgeburten aus.***’

Der Begrift Asphyxie kommt aus dem Griechischen
und bedeutet wortlich ,,Pulslosigkeit. Bei der perinatalen Asphyxie kommt es zu einer
Minderversorgung lebenswichtiger Organe mit Sauerstoff wihrend oder unmittelbar nach der
Geburt. Klinische Asphyxiekriterien sind eine metabolische Azidose mit einem pH-Wert von <
7,0 und einem Basendefizit von > 12 mmol/l im Nabelarterienblut, ein Apgar-Score in der 10.
Minute von < 5, eine Reanimationsdauer tiiber 10 Minuten, so wie nachgewiesene

Organfunktionsstorungen.>*>*

Eine perinatale Asphyxie kann prd-, intra- und postpartale
Ursachen haben. Dazu zdhlen unter anderem die maternale Einnahme bestimmter Medikamente
oder Drogen, Praeklampsie, eine Plazentainsuffizienz bzw. vorzeitige Plazentaablosung,

25,29 -
“” Eine

Nabelschnurumschlingungen oder verschiedenste Komplikationen wéihrend der Geburt.
Minderversorgung des Gehirns im Rahmen einer Asphyxie kann zu einer hypoxisch-
ischdmischen Enzephalopathie (HIE) und damit zu neurologischen Langzeitschidden oder sogar
zum Tod fiihren. Die HIE kann nach Sarnat und Sarnat™ in drei Schweregrade unterteilt werden,

die sich in ihrer klinischen Symptomatik und Prognose unterscheiden:
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Stadium 1 Ubererregbarkeit, normales EEG, normale primitive Reflexe
Milde HIE Dauer: maximal 24 Stunden

Prognose: gut, meist keine neurologischen Defizite

Stadium 2 Lethargie, Benommenheit, muskuldre Hypotonie, multifokale
Moderate HIE Schlaganfille, periodisches oder kontinuierliches Delta-EEG

Dauer: 2-14 Tage

Prognose: 50-60 % versterben oder weisen moderate bis schwere

Defizite auf

Stadium 3 Stupor bzw. Koma, Fehlen von Primitivreflexen, isoelektrisches EEG
Schwere HIE Dauer: Stunden bis Wochen
Prognose: etwa 80% versterben oder weisen neurologische Defizite

auf.

Neben der hohen Letalitit konnen Langzeitfolgen einer schweren Asphyxie in der
Perinatalperiode unter anderem eine Zerebralparese, mentale Retardierung und Epilepsie

31,32

sein. Milde bis moderate Asphyxien sind hingegen mit Aufmerksamkeitsstorungen,

Hyperaktivitdit und einem verminderten IQ in der Kindheit und im Erwachsenenalter

assoziiert.>>>*

1.2.2 Schadigungsmechanismen wihrend der perinatalen Asphyxie

Die Schidigung des Gehirns im Rahmen einer perinatalen Asphyxie erfolgt in 2 Phasen. (Abb.
1) Zunéchst fiihrt die Unterbrechung der Sauerstoffversorgung im Gehirn zu einem Wechsel des
aeroben zum weniger effektiven anaeroben Metabolismus und damit zu einer Reduktion von
ATP- und Phosphokreatinreserven. Es kommt zu einem Anstieg des Lactat-Spiegels und der
Konzentration von H'-Ionen sowie zu einer gesteigerten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS).””* Die entstehende intra- und extrazellulire Azidose sowie der oxidative Stress fiihren
zur Schidigung zahlreicher zelluldrer Komponenten.’’ Aufgrund der verminderten
Energiereserven arbeiten Natrium-Kalium-ATPasen und andere Membrantransporter nicht mehr
suffizient.”” Das fithrt zu Imbalancen der Ionenspiegel. Kaliumionen strémen aus den Zellen
heraus und Calcium- und Natriumionen akkumulieren intrazellulir.”® In Kombination mit der
vorherrschenden Azidose kann das Membranpotential der Zellen nicht mehr aufrecht erhalten

werden und es kommt zu einer globalen Depolarisation und infolge dessen zu einer massiven
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Ausschiittung von Neurotransmittern.’® Das fiihrt insbesondere zu einer Akkumulation von
Glutamat im Extrazellularraum. Kommt es zusitzlich zum reduzierten Sauerstoffangebot noch
zum Mangel an Glucose, entwickelt sich im Rahmen der Ischdmie auch in perisynaptischen
Gliazellen ein Energieversagen.®” Diese sind daraufhin nicht mehr in der Lage, Glutamat aus
dem perisynaptischen Spalt aufzunehmen, worauthin sich der extrazellulire Glutamatiiberschuss
weiter erhoht.*” Es kommt zu einem schnellen Einstrom von Calcium- und Natriumionen iiber
Glutamat-getriggerte lonenkandle und zum Zelluntergang durch Nekrose aufgrund von

. 41,42
Osmoseschidden.™

Dieser Vorgang wird als primdres Energieversagen zusammengefasst. Nach
der Reoxygenierung und einer schnellen Erholung, beginnt nach einer Latenzphase von ca. 6 bis
72 Stunden eine zweite verspatete Schidigungsphase, die als sekundéres Energieversagen in der
Literatur bezeichnet wird.*® (siche Abb.1) Es kommt nur zu einer partiellen Erholung der
metabolischen Situation, alternative Stoffwechsel-Wege bleiben iiberaktiv und fiihren zu einer

44,45 N: .. .
*> Die Ursachen fur diese

Verldngerung des Energiedefizits und des oxidativen Stresses.
Vorgénge sind noch nicht vollstindig gekldrt. Es kommt zu einer Initiierung einer Reihe von
Ereignissen, die als ,,Exzito-oxidative Kaskade* bezeichnet werden und durch mitochondriale
Dysfunktion und intrazellulire Calcium-Akkumulation zum Zelltod fithren.*** Der Verlust des
Membranpotentials bleibt bestehen und damit auch der Einstrom von Calciumionen in die Zelle.
Durch den weiterhin vorhandenen Glutamatiiberschuss im perisynaptischen Spalt kommt es zu
einer Offnung von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptorkanilen (NMDA-Rezeptoren) und zu einem
zusitzlichen exzessiven Einstrom von Calciumionen.”® Diese Aktivierung von NMDA-
Rezeptorkanilen ist bereits nach ca. 3 Stunden irreversibel.”® Sie sind dariiberhinaus in der
Perinatal-Periode aufgrund der verstirkten aktivititsabhéngigen neuronalen Plastizitit vermehrt
exprimiert.*’ Eine linger andauernde intrazellulire Akkumulation von Calciumionen fiihrt zum
einen zu einer Aktivierung von Caspasen und zur DNA-Fragmentierung, somit zum Zelltod, zum
anderen werden neuronale Sticktoffmonoxid-Synthasen (nNOS) aktiviert und Stickstoffmonoxid
(NO) wird vermehrt produziert.”*® NO behindert die Zellatmung am Mitochondrium durch
Hemmung der Komplexe I und IV und steigert die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS).” Durch die anhaltende anaerobe Stoffwechselaktivitit bleibt der Lactat-Spiegel hoch
und damit der pH niedrig, zusammen mit der erhohten Konzentration von Calciumionen und
ROS bedingt das eine intrazellulire Toxizitdt.” Das fithrt zu einem Verlust des
Membranpotentials am Mitochondrium und damit zum Energieversagen sowie durch
Translokation von Cytochrom C (Cyt C) und dem Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) und die
anschlieBende Aktivierung von Caspase 3 bzw. direkte DNA-Fragmentierung zum

rogrammierten  Zelltod.® Diese Prozesse werden als mitochondriale Dysfunktion
prog Yy
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zusammengefasst. Durch inflammatorische Signale im Gewebe wird zusétzlich auch der

extrinsische Apoptose-Signalweg iiber den Fas-Liganden (FasL) aktiviert.”'

Therapeutisches
Fenster

Hypoxie (Ischamie)

l

Primares Energieversagen =L, Exzitotoxizitét
l Nekrose

Sekundares Energieversagen ~ Ly Mitochondriale Dysfunktion
Apoptose

| 6-72h |

Abbildung 1: Phasen der Schidigung wihrend der perinatalen Asphyxie

1.2.3 Zellphysiologische Verinderungen und Schidigungsmechanismen durch Hypoxie

Hypoxie ist definiert als Sauerstoffgehalt in einem Gewebe, der unter dem physiologischen
Sauerstoffgehalt liegt bzw. als Imbalance zwischen dem Bedarf und Angebot an Sauerstoff
(0,).>* Im menschlichen Organisimus kommt Hypoxie beispielsweise in Hohe, bei akuten oder
chronischen vaskuliren sowie pulmonalen oder neoplastischen Erkrankungen vor.”> Man
unterscheidet drei verschiedene Formen der Hypoxie: chronische, akute und zyklische
Hypoxie.”> Bei der chronischen Form der Hypoxie handelt es sich um einen diffusions-

52.54 . . . .
1.”>”" Dieser kommt beispielsweise zustande, wenn Zellen zu weit

limitierten Sauerstoffmange
entfernt von dem versorgenden Blutgefd3 liegen oder durch Anidmie oder Hypoxidmie der
Sauerstoffgehalt des Blutes zu gering ist und dadurch zu geringe O,-Spiegel im Gewebe

d.>>* Bei der akuten Form der Hypoxie besteht ein perfusions-limitierter

vorhanden sin
Sauerstoffmangel, zum Beispiel im Rahmen eines akuten GefiBverschlusses.” Als zyklische
Hypoxie werden Fluktuationen in der Perfusion mit Perioden der besseren und der schlechteren
Oxygenierung bezeichnet.’® Diese Form der Hypoxie kommt typischerweise in Tumoren vor.*®
Unter Hypoxie kommt es zu zahlreichen Verdnderungen der Zellphysiologie mit dem Ziel, den

0,-Verbrauch zu reduzieren und sich der Mangelversorgung anzupassen.” Diese Mechanismen

zur Anpassung werden vor allem durch den Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierter Faktor
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(HIF) reguliert.”” Unter hypoxischen Bedingungen wird die Alpha-Untereinheit von HIF
stabilisiert und der Transkriptionsfaktor in die aktivierte Form HIF-1-a umgewandelt.”’ Bei
Sauerstoffmangel kommt es zum Wechsel von der aeroben Energiegewinnung mittels
Citratzyklus zur weniger effizienten anaeroben ATP-Synthese in Form von Glykolyse. *>* HIF-
I-a induziert die Transkription der Glukose-Transporter GLUT-1 und GLUT-3, wodurch es zu
einer erhohten Aufnahme von Glukose in den hypoxischen Zellen kommt und damit mehr

Substrat fiir die Glykolyse vorhanden ist.””®

Zum Schutz vor Hypoxieschiden wird der
Sauerstoftbedarf der Zellen reduziert, in dem vor allem energieaufwendige Prozesse wie
Zellproliferation oder Proteinbiosynthese herunterreguliert werden.”® Eine hohere Telomerase-

Aktivitit begiinstigt die Immortalisierung von Zellen.”

Hypoxie induziert die DNA-
Amplifikation, fordert DNA-Strangbriiche und inhibiert DNA-Reperaturmechanismen.®® Es kann
HIF-1-a-abhingig oder —unabhéngig zu einer Induktion von Zelltod in Form von Apoptose oder
Nekrose unter schwerer oder langandauernder Hypoxie kommen.”’ Nach Beendigung des
Sauerstoffmangels, beispielsweise durch Reperfusion, kommt es zur Reoxygenierung des
Gewebes oder der Zellen. Diese ist zum einen zwingend notwendig, um eine Regeneration und
das Uberleben iiberhaupt zu erméglichen, zum anderen kann es nach der Reoxygenierung durch
oxidativen Stress und eine Uberproduktion von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kommen.®'
Sind die endogenen Antioxidantien wie die Superoxid-Dismutase und Glutathion verbraucht,

kommt es zu einer Reaktion der freien Radikale mit Makromolekiilen wie Lipiden, Proteinen

und Nukleinsiuren und dadurch zur Zellschidigung und schlieBlich zum Zelluntergang.®'

1.3 Mechanismen der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion

Hypothermie wird als Therapie zur Neuroprotektion nach perinataler Asphyxie seit langem
erforscht. Ein protektiver Effekt von TH konnte in vielen experimentellen und klinischen
Studien gezeigt werden. Die genauen zelluliren und molekularen Mechanismen, die der
Hypothermie-induzierten Neuroprotektion zugrunde liegen, sind nicht vollstindig verstanden.
Die initiale Annahme, dass die Neuroprotektion allein {liber eine Reduktion des Metabolismus
realisiert wird, erklért die globalen Verdnderungen, die in verschiedenen Studien vor allem unter
moderater oder milder Hypothermie beobachtet wurden, nicht ausreichend. Heute geht man von

ciner Reihe von molekularen und zelluliren Wirkmechanismen aus.®>%
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1.3.1 Stoffwechsel und Energichaushalt

Hypothermie verlangsamt den Metabolismus, die Stoffwechselrate wird pro 1 °C um etwa 6 bis
10 % reduziert, in Gehirnen von Ferkeln wurde mittels Magnet-Resonanz-Spektroskopie eine
Reduktion der metabolischen Rate um 5,3 % pro 1 °C beobachtet.”* Bei einer
Korperkerntemperatur von 28 bis 32 °C ist der Metabolismus auf 50 bis 65 % des normalen
Stoffwechsels reduziert.”>®® Dadurch wird der Verbrauch von ATP und damit der Bedarf an
Sauerstoff und Glucose gesenkt. Durch Hypothermie wird das im Rahmen der perinatalen
Asphyxie beschriebene sekundédre Energieversagen reduziert. Unter der Geburt asphyktische
Ferkel, die anschlieBend moderat auf 35 °C fiir 12 Stunden gekiihlt wurden, zeigten signifikant
héhere Reserven an Phosphokreatin und Nukleosidtriphosphaten wie z. B. ATP im Gehirn.”’
Durch den reduzierten Metabolismus unter TH kommt es zu einer Senkung des Lactat- Spiegels

und damit zu einer Reduktion der intrazelluliren Azidose.®®

1.3.2 Exzitotoxizitit und freie Radikale

Die Kombination von hypoxischer Depolarisation und die Freisetzung exzitatorischer
Animoséduren wie Glutamat sind die Schliisselfaktoren der neuronalen Schidigung im Rahmen
einer perinatalen Asphyxie.* Experimentelle Studien konnten zeigen, dass TH nach hypoxisch-
ischdmischen Ereignissen diese Kaskade an verschiedenen Stellen hemmt.®” Hypothermie
reduziert durch eine verringerte Glutamatausschiittung die Exzitotoxizitit und den NMDA-
Rezeptor-getriggerten ~ Calciumeinstrom.” Die durch Energiedefizite bedingte globale
Depolarisation wird durch den besseren Energiehaushalt unter TH reduziert, so dass die
Tonenimbalancen ausgeglichen werden.”” Bei der Senkung der Temperatur kommt es zu einer
geringeren Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und zur Reduktion der NO-assoziierten
Schiden.®””® Wihrend der hypoxischen Schidigung im Gehirn kommt es zu einer massiven
Produktion freier Radikale. Unter Hypothermie wird die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies
gesenkt, sodass endogene antioxidative Mechanismen der Zelle greifen kénnen und der oxidative

62,71
d.

Stress reduziert wir Insgesamt kommt es zu einer Abschwichung der mitochondrialen

Dysfunktion und zu einer Reduktion der neuronalen Degeneration.

1.3.3 Zelltod

Die Anwendung von Hypothermie nach asphyktischen Ereignissen schiitzt vor Zelltod, wie
verschiedene in vitro- und in vivo-Studien zeigen konnten. Durch die in 1.2.2 beschriebenen
Prozesse ist das Ausmaf} der mitochondrialen Dysfunktion unter Hypothermie geringer. Dadurch

ist der intrinsische Weg der Apoptose weniger aktiv, die Expression und Translokalisation von
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Cytochrom C und die nachfolgende Aktivierung von Caspasen bleibt aus.”” Einige Studien

737% Dariiber hinaus

zeigten, dass Hypothermie auch direkt die Caspasen 3, 6, 7, 8 und 9 inhibiert.
fithrt TH zu einer geringeren Expression von AIF und somit zu einer geringeren Aktivierung der
Caspase-unabhingigen Apoptose.’> Eine vermehrte Expression von anti-apoptotischen Proteinen
wie Bcl-2 und eine verminderte Expression von pro-apoptotischen Proteinen wie Bax und p53

wird unter Hypothermie beobachtet.”>”>"¢

1.3.4 Inflammation

Die Hypoxie-Ischdmie im Gehirn induziert eine Immunantwort, indem unter anderem das
Komplementsystem aktiviert wird und proinflammatorische Mediatoren wie Interleukin-18 (IL-
1B), Interleukin-6 (IL-6) und der Tumornekrose-Faktor (TNF-x) von Mikroglia, Astrozyten oder
Endothelzellen ausgeschiittet werden.””’”® TH unterdriickt diese ischimie-induzierte

27 Dennoch ist zu

Immunantwort durch Hemmung der proinflammatorischen Zytokine.
beachten, dass die Immunantwort bis zu einem gewissen Maf3 physiologisch ist und sowohl

neuroprotektive als auch neurotoxische Aspekte hat.®”

1.4 Die Kailteschock-Proteine RBM3 und CIRP

Bei Herabsenkung der Temperatur kommt es zu einer globalen Inhibition der Proteinbiosynthese
und somit zur verminderten Expression fast aller Proteine.*® Die Expression einer kleinen
Gruppe von RNA-bindenden Proteinen wird im Gegensatz dazu durch moderate bis milde
Hypothermie induziert.** Sie werden dementsprechend als Kilteschock-Proteine bezeichnet. Zu
ihnen zdhlen das RNA-binding motif 3 (RBM3) und das cold-inducible RNA-binding protein
(CIRP oder CIRBP). RNA-bindende Proteine helfen bei der RNA-Prozessierung im Nucleus,
fungieren als Chaperone beim Transport von prozessierter RNA aus dem Zellkern und sind an

der Translation von RNA im Zytosol beteiligt.*

1.4.1 RNA-binding motif 3 (RBM3)

Die Struktur von RBM3 wurde 1995 von Derry et al. erstmals beschrieben.®’ Das RBM3-Gen ist
auf dem X-Chromosom in der pl1.23-Region lokalisiert und kann in mindestens 9 Exons
unterteilt werden und hat eine Grof3e von iiber 4,5 kb. Das Protein umfasst 157 Aminosaduren im

langsten offenen Leseraster und hat ein Molekulargewicht von 17 kDa. RBM3 wird ubiquitér
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exprimiert. Die Sequenz von RBM3 zeigt hohe Ubereinstimmungen mit der von anderen RNA-
bindenden Proteinen. Am Carboxylende hat RBM3 eine Glycin- und Argininreiche Doméne, die
zur Bindung von RNA dient und als RNA recognition motif (RRM) bezeichnet wird.*"** Danno
et al. entdeckten 1997 dass die Expression von RBM3-Transkripten durch moderate
Hypothermie (32 °C fiir 24 Stunden) induziert werden kann.*’ Eine Temperaturerhdhung auf 39
°C fiihrte hingegen zu einer Inhibition der RBM3-Expression. Daraus ergab sich die Hypothese,
dass RBM3 an der Kailte-induzierten Stress-Antwort beteiligt ist. Wellmann et al. zeigten 2003,
dass Hypoxie (1 % O, fiir 8 Stunden) in verschiedenen Zelllinien die RBM3-Expression
erhoht.* Sie konnten dariiber hinaus nachweisen, dass die Induktion von RBM3 unter Hypoxie
durch einen HIF-1oc-unabhéngigen Mechanismus erfolgt.

Zelluldre Funktionen des Protein RBM3 sind vielféltig und noch nicht vollstidndig verstanden.
RBM3 kann die globale Proteinsynthese erhohen, an die 60S-Untereinheit von Ribosomen
binden und erhéht aktiv die Bildung von Polysomen.** RBM3 wird in den Gehirnen von
jungen Madusen und Ratten verstirkt exprimiert und ist moglicherweise an der frithen

87.88 11 adulten Rattenhirnen ist RBM3 stiirker in Zonen mit erhohter

Hirnentwicklung beteiligt.
Translationsrate exprimiert.®” Eine Uberexpression von RBM3 reduziert Apoptose, wohingegen
ein Knock-out von RBM3 mittels siRNA den bekannten protektiven Effekt von milder
Hypothermie gegen Apoptose fast komplett aufhebt.®® Ein siRNA-knockdown von RBM3
inhibiert dariiber hinaus die Zellproliferation und fithrt zu verminderter Zellviabilitit.* Kita et al.
zeigten, dass RBM3 protektiv gegen polyglutamin-induzierten Zelltod wirkt.”’ In einem
Rattenmodell zur Wirbelsdulenverletzung beobachteten Zhao et al. einen Anstieg der RBM3-
Expression in Neuronen und Astrozyten.” RBM3 war dabei vor allem verstirkt in
proliferierenden Zellen und in Zellen mit wenig Apoptose exprimiert. Eine Beteiligung von
RBM3 an der Regulierung der Genexpression der circadianen Rhythmik, bei der bekanntlich die
Korpertemperatur eine entscheidende Rolle spielt, wird diskutiert und untersucht.”® Dariiber
hinaus ist RBM3 Gegenstand der onkologischen Forschung. RBM3 wird in verschiedenen
Tumoren verstirkt exprimiert und korreliert unter anderem mit einer erhohten Sensitivitdt auf

93,94

eine Chemotherapie in Prostatakarzinomen. Weiterhin wird RBM3 als prognostischer

Marker beim Mammakarzinom, beim epithelialen Ovarialkarzinom, bei kolorektalen Tumoren

und beim malignen Melanom diskutiert.””
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1.4.2 Cold-inducible RNA-binding protein (CIRP)

Das Cold-inducible RNA-binding protein (CIRP) wurde initial bei Transkripten, die durch UV-
Strahlung induziert werden, entdeckt.”® Das CIRP-Gen befindet sich auf dem Chromosomen-
Locus 19pl13.3. Das translatierte Protein besteht aus 172 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 18 kDa.*” Die Sequenz beinhaltet eine aminoterminale RNA-bindende
Doméne sowie einen glycinreichen Bereich am C-terminalen Ende und hat somit strukturelle
Ahnlichkeiten mit anderen Kilteschockproteinen wie RBM3.” Zuerst zeigten Nishiyama et al.,
dass eine Herabsenkung der Temperatur die Expression von CIRP induziert.” Auch in weiteren
experimentellen Studien konnte eine gesteigerte Expression von CIRP-mRNA bzw. —Protein

8419 Dariiber hinaus kann es unter

unter moderater bis milder Hypothermie beobachtet werden.
hypoxischen Bedingungen HIF-1 o< -unabhingig zu einer Induktion der CIRP-Expression
kommen.* Die Funktion von CIRP ist bisher nur partiell untersucht und verstanden. CIRP ist an
der Protektion vor Apoptose unter Hypothermie beteiligt. Sakurai et al. konnten zeigen, dass
CIRP die TNF«-induzierte Apoptose mittels Aktivierung des ERK-Signalweges verhindern

konnte.'"!

In den Experimenten von Saito et al. fithrte ein siRNA-knockout von CIRP trotz
Kiithlung der Zellen auf 32 °C zu einer erhdhten Apoptoserate in murinen neuronalen
Stammzellen.'”” CIRP unterstiitzt moglicherweise die Translation von Proteinen, die an der
Beseitigung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt sind, wie Thioredoxin, und verhindert so
die Zellalterung.*® In einer aktuellen klinischen Studie von Qiang et al. wurden erhohte CIRP-
Level im Blut von Patienten nach einem himorrhagischen Schock gefunden.'” Sie untersuchten
die Funktion von CIRP weiter im Tiermodell und fanden heraus, dass CIRP die
inflammatorische Antwort wihrend einer Sepsis bzw. einem hdmorrhagischen Schocks triggert.
Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, dass CIRP die Freisetzung von TNF o« aus

Makrophagen und Mikrogliazellen fordert.'”'** CIRP wird ebenfalls in der Onkologie als

potentielles Protoonkogen untersucht.”
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Milde oder moderate Hypothermie nach perinataler Asphyxie ist ein anerkanntes
Therapiekonzept, um die Mortalitdit und die neurologische Prognose betroffener Kinder zu
verbessern. Bei anderen Krankheitsbildern, die eine hypoxisch-ischdmischen Schidigung des
Gehirns zur Folge haben, beispielsweise im Rahmen eines Schlaganfalls, wird therapeutische
Hypothermie als Behandlungsansatz in klinischen Studien untersucht. Trotz der teilweise
erfolgreichen klinischen Anwendung sind die zugrunde liegenden zelluldren und molekularen
Mechanismen der Neuroprotektion durch Hypothermie nicht vollstindig verstanden und
untersucht. Somit ist weitere Grundlagenforschung zum besseren Verstindnis der
therapeutischen Hypothermie sowie zur Optimierung der klinischen Anwendung notwendig.
Zielsetzung dieser Arbeit war es, in einem in vitro Zellkulturmodell mit humanen SK-N-SH den
Einfluss von Hypoxie und moderater Hypothermie auf das Zelliiberleben, den Stoffwechsel, das
Proliferationsverhalten und die Transkriptions- bzw. Proteinregulation insbesondere von
Kalteschockproteinen zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde ein Zeit-Temperatur-Protokoll
entwickelt, das sich an den klinisch angewandten Zieltemperaturen und Zeiten orientiert. In
einem zweiten Schritt wurde ein Teil der Ergebnisse in einem Zellkulturmodell mit priméiren

kortikalen Neuronen nochmals untersucht.

Mit Hilfe des Zellkulturmodells sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss haben milde und schwere Hypoxie auf das Zelliiberleben?

2. Kann moderate Hypothermie Zelltod in Folge einer hypoxischen Schadigung verhindern?

3. Kommt es durch Hypoxie und moderate Hypothermie zu zellmorphologischen
Verianderungen?

4. Welchen Einfluss haben milde und schwere Hypoxie und moderate Hypothermie auf das
Proliferationsverhalten?

5. Wie wird die metabolische Aktivitdt und der Energiehaushalt durch milde bzw. schwere
Hypoxie und moderate Hypothermie beeinflusst?

6. Wie sind die Kilteschockproteine RBM3 und CIRP unter milder und schwerer Hypoxie
und durch moderate Hypothermie reguliert?

7. Lassen sich die Ergebnisse in einem Zellkulturmodell mit priméren Neuronen validieren

bzw. gibt es Unterschiede?
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MATERIALIEN

2 Materialien

2.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Blotting-Kammer: Mini-Trans-Blot
Brutschrank (37°C)

Brutschrank (33,5°C)
Chemilumnieszenz Bildentwickler:

ChemiDoc XRS

Elektrophorese-Kammer: Mini-Protean 3

Fluoreszenz-Mikroskop: Axio Image M1
Fluoreszenz-Mikroskop Kamera:
AxioCam mRC

Hypoxiekammer

Magnetriihrer
Plattenfluorometer/-luminometer:
Fluorskan Ascent FL

PCR-System: StepOnePlus

Schiittler

Sterile Werkbank: LaminAir
Stromversorgungsgerit: Power Pac 300
Thermoblock

Thermozykler

Wasserbad

Zentrifuge 1: Bio-Fuge primo
Zentrifuge 2: Bio-Fuge fresco
Zellkulturmikroskop
Zellkulturmikroskop-Kamera: uEye

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan
Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland
Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

MJ Research, St. Bruno, Kannada

P-D Industriegesellschaft, Dresden, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Motic, Wetzlar, Deutschland

IDS, Obersulm, Deutschland
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2.2 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Acrylamid (30%) Roth, Miinchen, Deutschland
BCA Reagenz Pierce, Rockford, USA

Bovines Serumalbumin (BSA)
CellTiter-Glo Cell Viability Assay
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
DAPI

ECL-Detectionskit

Ethanol

Isopropanol

Magermilchpulver

Methanol

MTT-Reagenz, Smg/ml
Paraformaldehyd

Phosphatase Inhibitor Coktail 1 und 2

PMSF

Ponceau S 0,1%, 5% Essigsdure
Probenpuffer, reduzierend
Protein-Gewichts-Marker
Salzsdure

SDS

TEMED

Stripping Buffer
Tris-Acetat

Triton-X 100

Trypanblau 0,5%

Tween 20

Pierce, Rockford, USA

Promega, Madison, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

Pierce, Rockford, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Watham, USA
Thermo Fisher Scientific, Watham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Miinchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
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2.3 Zellkulturmaterialien

2.3.1 SK-N-SH

Bezeichnung Hersteller

96-Well Microtiter-platten Nunc, Langenselbold, Deutschland
96-Well Microtiter-platten, weil3 Nunc, Langenselbold, Deutschland
DMEM Fliissigmedium Biochrom, Berlin, Deutschland
Eppendorf-Reaktionsgefilie Eppendorf, Hamburg, Deutschland
FCS Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Gelatine Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Gewebekulturflaschen, 75c¢cm?, 150cm® TPP, Trasadingen, Schweiz
Multipipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Natriumpyruvat Biochrom, Berlin, Deutschland
Neubauer-Zihlkammer Brand, Wertheim, Deutschland

PBS Biochrom, Berlin, Deutschland
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland
Petri-Schalen Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Serologische Pipetten, 2-50ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Trypsin-EDTA-Losung Biochrom, Berlin, Deutschland
Vakuumfiltration TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellkultur-R6hrchen 15ml, 50ml BD Biosience, Heidelberg, Deutschland
Zellschaber 39c¢m Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

2.3.2 Primire Neurone

Bezeichnung Hersteller

6-Well Mikrotiter-Platten Nunc, Langselbold, Deutschland

B-27 supplement Gibco, Thermo Scientific Fisher, Watham, USA
DNAse

Einmal-Injektions-Kaniile G20, G24 Braun, Meisungen, Deutschland

Eppendorf Reationsgefi3e Eppendorf, Hamburg, Deutschland
L—Glutamin
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Multipipetten
Neubauerzédhlkammer
Neurobasalmedium (NBM)
PBS

Poly-L-Lysin

Primocin

Serologische Pipetten, 2-50ml
Spritze 10ml
Trypsin-EDTA-Losung
Vakuumfiltration
Zellkultur-R6éhrchen 15ml, 50ml
Zellschaber 39cm

Zellsieb, 40um

2.4 Antikorper

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Gibco, Thermo Scientific Fisher, Watham, USA

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Braun, Meisungen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

BD Biosience, Heidelberg, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

BD Bioscience, Hamburg, Deutschland

Bezeichnung

Hersteller

Anti-Beta-Actin
Anti-Caspase 3
Anti-CIRBP
Anti-RBM3

Donkey Anti-Rabbit

2.5 RT-PCR

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Cell Singaling, Boston, USA
Proteintech, Chicago, USA
Proteintech, Chicago, USA

Jackson, ImmunoResearch, West Grove, USA

Bezeichnung

Hersteller

DNA-Polymerase (Molony Murine

Leukemia Reverse Transcriptase)
Master Mix

Primer

Peq Gold RNA Pure

PCR MicroAmp 96-Well-Platte

Promega, Madison, USA

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Promega, Madison, USA

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Thermo Scientific Fisher, Watham, USA
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Tagman-Sonden: Thermo Scientific Fisher, Watham, USA
GAPDH (Mn99999915 gl1)

RBM3 (Mn01609819 gl)

CIRP

2.6 Software

Bezeichnung Hersteller

ImageLabTM-Software Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Prism 6 Graphpad Software Inc., La Jolla, USA
Quantity One Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
uEye-Software IDS, Obersulm, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Fir die Versuche dieser Arbeit wurde die humane Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH von
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) verwendet. Die Zellen wurden
1970 von June L. Biedler aus dem Gewebe eines metastasierten Neuroblastoms eines 4-jéhrigen
Midchens pripariert.'”” SK-N-SH haben Eigenschaften neuronaler Zellen und wurden in der
Forschung als ein Standard-Zellkulturmodell bei der Untersuchung der Zyto- bzw.
Neurotoxizitit hdufig verwendet. Die Kryokultur wurde im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und
in eine 75 cm® Zellkulturflasche iiberfiihrt, die mit Kulturmedium mit einer Temperatur von 37
°C und einer CO,-Konzentration von 5 % befiillt war. Sobald der GroBteil der Zellen adhirent
war, wurde die Mischung aus DMSO-enthaltenden Kryomedium und Zellkulturmedium entfernt
und durch reines Zellkulturmedium ersetzt. Als Zellkulturmedium wurde Dubecco’s MEM
(DMEM) mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS, ImM Natriumpyruvat und 1 %
Penicillin/Streptomycin verwendet. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt und beim
Erreichen einer Konfluenz von 70-90 % wurden die Zellen im Verhéltnis 1:3, 1:4 oder 1:5 mit
Hilfe von 0,05 % Trypsin-EDTA-L6sung passagiert. Die Zellen wurden aus mindestens 4

verschiedenen Kryostocks zwischen der 37. und 63. Zellpassage fiir die Experimente verwendet.

3.2 Praparation primérer Neuronen

Fiir die Préparation der primdren Neurone wurden Miuse vom Stamm C57BL/6N benutzt. Die
Methode orientiert sich an einem von Kaech und Banker verdffentlichten Protokoll aus dem Jahr
2006.'"" Die Mausembryonen wurden am Schwangerschaftstag E16 verwendet. Nach dem
Offnen des Schidels wurden die Meningen entfernt, die Cortices vom restlichen Hirngewebe
abprépariert und in ein 50ml Zellkulturréhrchen iiberfiihrt, das mit 10 ml Neurobasalmedium
enthielt. Die Cortices wurden mehrmals mit PBS gewaschen, um Meningen- und andere
Gewebereste zu entfernen und anschlieBend mit einer 0,01 % Trypsin-EDTA-Losung mit
80 u g/ml DNAse verdaut. 15 Minuten spdter wurde das Trypsin durch Zugabe von

Neurobasalmedium gestoppt. Nach mehrmaligen Waschen wurden die angedauten Cortices in

29



METHODEN

2ml Neurobasalmedium resuspendiert und unter Verwendung eines Zellsiebes und durch
mehrmaliges Auf- und Abziehen mit G20- und G24-Spritzen homogenisiert. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension bei 1200 g zentrifugiert, in 10ml Neurobasalmedium resuspendiert und
durch ein Zellsieb mit der PorengroBe 40 pm filtriert. Die Zellzahl wurde mit einer
Trypanblaufirbung bestimmt (siche 3.5.) und 2,5x10° Zellen in 3ml Neurobasalmedium in einer
mit 1 %-Poly-L-Lysin beschichteten 6-Well-Platte ausplattiert. Als Kulturmedium wurde
Neurobasalmedium mit 2 % B27-supplement, 1 % L-Glutamin und 100 g g/ml Primocin
verwendet. Alle 2-3 Tage wurde die Hélfte des Mediums durch frisches Medium ersetzt. Der

Versuchsbeginn war 7 Tage nach der Priparation.

3.2 Simulation der perinatalen Asphyxie

Die perinatale Asphyxie wurde durch eine physikalische Hypoxie mit Hilfe -einer
Hypoxiekammer simuliert. Die Zellen sind bei Sauerstoffkonzentration von 0,2 % O, bzw. 8 %
O, fiir 24 Stunden inkubiert worden. Fiir die Versuche mit den SK-N-SH wurde als
Versuchsmedium DMEM mit 10 % hitzeinaktivierten FCS und 1% Penicillin/Streptomycin ohne
Natriumpyruvat verwendet, das mit einigen Methoden interferiert hitte. Das Versuchsmedium
wurde fiir mehrere Stunden vor Versuchsbeginn bei 37 °C in der Hypoxiekammer inkubiert, um
ihm den enthaltenen Sauerstoff zu entziehen. Fiir die normoxischen Kontrollgruppen ist das
Medium zuvor im Brutschrank bei 37 °C und regulidrem Sauerstoffgehalt angeglichen worden.
Vor Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium durch das jeweilige Versuchsmedium

ausgetauscht.
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3.4 Das Zeit-Temperatur-Protokoll

8% O,
0,2% O,

$ Normothermie

o
é Hypoth '
© othermie
5 335 s
Q.
5
= Hypoxie
D A >
| | | | |
Start 24 48 72 96

Zeit (h)

Abbildung 2: Das Zeit-Temperatur-Protokoll

Das Zeit-Temperatur-Protokoll bildet den Ablauf der Experimente ab und orientiert sich an den
Leitlinien der Gesellschaft fiir Neonatologie und Pédiatrische Intensivmedizin zur
therapeutischen Hypothermie nach perinataler Asphyxie. > In der klinischen Situation wird die
Korperkerntemperatur auf 33,5 °C +/- 0,5 °C fiir 48 bis 72 Stunden gesenkt. Die Kiihlung soll
innerhalb der ersten 6 Stunden postnatal begonnen und die Zieltemperatur sollte moglichst
innerhalb einer Stunde erreicht werden. In den durchgefiihrten Experimenten wurde die
perinatale Asphyxie durch eine 24-stiindige physikalische Hypoxie bei verschiedenen
Sauerstoftkonzentrationen (wie in 3.3. beschrieben) simuliert. Im Anschluss wurde eine
hypotherme Gruppe auf 33,5 °C im Inkubator herabgekiihlt und fiir 72 Stunden kultiviert. Eine
normotherme Gruppe wurde bei 37 °C ebenfalls fiir 72 Stunden inkubiert. Fiir beide Gruppen,
die zuvor der Hypoxie ausgesetzt waren, gibt es jeweils eine ungeschidigte Kontrollgruppe.
Diese Kontrollgruppen wurden fiir 24 Stunden bei normoxischen Bedingungen inkubiert und im
Anschluss fiir 72 Stunden bei 37 °C bzw. 33,5 °C kultiviert. Die Messungen erfolgten 24, 48, 72

und 96 Stunden nach Beginn des Experimentes.
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3.5 Trypanblau-Fiarbung zur Zellzahlung

Zur Zellzahleinstellung fiir die Versuche wurden die Zellen vor dem Ausplattieren mit Hilfe
einer Trypanblau-Farbung in einer Neubauer-Zdhlkammer ausgezdhlt. Bei Trypanblau, auch
Benzaminblau genannt, handelt es sich um einen anionischen Farbstoff, der an intrazellulédre
Proteine bindet. In abgestorbene oder perforierte Zellen dringt Trypanblau ein und farbt durch
Bindung an intrazelluldre Proteine die Zelle dunkelblau an. Lebende und funktionstiichtige
Zellen hingegen sind mit einer intakten Zellmembran versehen und nehmen den Farbstoff nicht

auf. Sie erscheinen dagegen weilllich hell im Phasenkontrastmikroskop.

3.6 Phasenkontrastmikroskopie

Zur morphologischen Untersuchung der Zellen vor bzw. wihrend des Versuches wurden sie
unter dem Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Dafiir wurden fiir die verschiedenen Zeitpunkte
1x10° — 4x10° Zellen in einer 60 cm® groBen Petrischale ausplattiert, nach dem Zeit-Temperatur-

Protokoll behandelt und zu den jeweiligen Zeitpunkten untersucht.

3.7 Immunohistochemische Fluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung der Zellmorphologie wurde das neuronenspezifische Strukturprotein BIII-
Tubulin in den SK-N-SH mit dem roten Rhodaminfluoreszenzfarbstoff Texas Red markiert. Die
Zellkerne wurden mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), das mit der DNA interkaliert,
angefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 24h vor
dem Versuch wurden 40.000 Zellen auf einem mit 0,2 %-Gelatine beschichteten Deckgldaschen
in einer 12-Well-Platte in 1ml Medium ausplattiert. Das Medium wurde vor Versuchsbeginn
durch Versuchsmedium ersetzt und das Experiment entsprechend des Zeit-Temperatur-
Protokolls durchgefiihrt. Danach wurde das Medium vorsichtig entfernt und die Zellen einmalig
mit PBS gewaschen. Zur Immobilisation 16slicher Antigene wurden die SK-N-SH mit 4%-
Paraformaldehyd fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
einem Waschpuffer (0,1 %BSA in PBS) wurden die Zellen mit 10 % Goat-Serum und 0,3 %
Triton-X-100 in PBS permeabilisiert und unspezifische Proteinbindungen blockiert. Gemaf3 den
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Herstellerangaben wurden die Deckgléschen anschlieBend {iber Nacht mit dem Primérantikorper
(BII-Tubulin, 1:2000 verdiinnt in 0,5% BSA in PBS) bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde
nach mehrmaligem Waschen mit Waschpuffer der Sekundérantikorper (Goat anti Rabbit-Texas
Red, 1:2000 in PBS) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur und vor Licht geschiitzt raufgegeben.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen erneut mit dem Waschpuffer gewaschen und fiir 10
Minuten mit DAPI (1:4000 in PBS) im Dunkeln inkubiert. Nach einem letzten Waschen mit PBS
wurden die Deckgldschen mit Mountain Solution auf einem Objektriager fixiert und konnten

unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

3.8 Messung der LDH-AKktivitat zur Quantifizierung des Zelltodes

Zelltod wird klassischerweise durch die Quantifizierung von Membranschidden evaluiert.

Fir die Quantifizierung des Zelltodes wurde die enzymatische Aktivitit der Lactat-
Dehydrogenase (LDH) in den Uberstinden der Zellkultur und der primiren Neuronen gemessen.
Dafiir wurde ein Cytotoxicity-Detection-Kit der Firma Roche verwendet, der auf dem
kolorimetrischen Nachweis der LDH basiert. Die nachfolgende Beschreibung des Test-Prinzips
und das Protokoll zur Durchfiihrung basieren auf den Angaben des Herstellers. Bei der Lactat-
Dehydrogenase handelt es sich um ein intrazellulires Enzym, das bei Perforation der
Zellmembran oder durch Zelllyse aus der geschidigten Zelle in den Uberstand entlassen wird.
Die Lactat-Dehydrogenase katalysiert eine Redoxreaktion im Zytosol, bei der Pyruvat zu Lactat
oxidiert und NAD" zu NADH/H" reduziert wird. In einer zweiten enzymatischen Reaktion wird
durch die entstandenen Protonen das in der Testreagenz enthaltene hellgelbe Tetrazoliumsalz in
das rote Formazansalz reduziert. Die Aktivitit der LDH im Uberstand und damit die Anzahl
toter Zellen korreliert direkt mit der Menge des gebildeten Formazansalzes, das bei einem
Absorptionsmaximum von 500nm nach einer limitierten Reaktionsdauer gemessen wird. Die
Zellen wurden 24h vor Versuchsbeginn in eine mit 0,2%-Gelatine beschichteten 60cm’
Petrischale in 3ml Medium ausplattiert. Es wurden verschiedene Zellzahlen entsprechend der 4
Versuchszeitpunkte verwendet. Fiir den 24h-Wert wurden 4x10° Zellen ausplattiert, fiir den 48h-
Wert 3x10° Zellen, fiir den 72h-Wert 2x10° Zellen und fiir den 96h-Wert 1x10° Zellen. Nach der
Behandlung entsprechend des Zeit-Temperatur-Protokolls wurden die Zelliiberstinde zur
Entfernung zelluldrer Bestandteile bei 3000g zentrifugiert und bis zur Bestimmung der LDH-

Aktivitdt bei 4°C aufbewahrt. Fiir die Messung sind in einer Dreifachbestimmung 100ul
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Zelliberstand auf eine 96-Well-Platte pipettiert und jeweils 100 pu 1 Reaktionslosung
hinzugegeben worden. Die Reaktionslosung setzt sich aus einem Katalysator
(Diaphorase/NAD") und dem Tetrazoliumsalz in einem Mischverhiltnis von 1:45 zusammen.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 492 nm

photometrisch gemessen.

3.9 Messung der NSE-Aktivitat in den Zelliiberstinden

Die Messung der Aktivitdt der neuronenspezifischen Enolase (NSE) in den Zelliiberstdnden
wurde durch Labor Berlin durchgefiihrt. Die Beschreibung der Methode basiert auf ihren
Angaben. Es wurde ein Test nach dem Sandwich-Prinzip durchgefiihrt, wobei ein biotinylierter
monoklonaler NSE-spezifischer Antikorper und ein mit Ruthenium-Komplex markierter NSE-
spezifischer Antikorper einen sogenannten Sandwich-Komplex bilden. Nach Zugabe von
Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln, die an Biotin binden, wird der Komplex an eine
Festphase gebunden. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieBend in eine Messzelle iiberfiihrt, wo
die Mikropartikel durch magnetische Wirkung auf der Oberfliche einer Elektrode fixiert werden.
Nach Auswaschen der ungebundenen Substanzen und Anlegen einer Spannung wurde eine
Chemilumnieszenzemission induziert und mit einem Photomultiplier gemessen. Die absoluten

Ergebnisse wurden zuletzt anhand einer Kalibrierungskurve ermittelt.

3.10 MTT- Messung metabolischer Aktivitit

Zur Untersuchung der metabolischenn Aktivitdt der neuronalen Zellen wurde ein MTT-Test
durchgefiihrt. Der Test basiert auf der Umwandlung des gelblichen 3-(4,5-Dimethylthiazol)- 2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in das blau-violette Formazan durch NAD(P)H-
Oxidoreduktasen im Zytosol und in den Mitochondrien vitaler Zellen. '°” Auf eine mit 0,2%-
Gelatine beschichteten 96-well-Platte wurden 24h vor Versuchsbeginn 2x10* , 1,5x10%, 1x10*
und 0,5x10* Zellen entsprechend der verschiedenen Zeitpunkte in einer mit 0,2 %-Gelatine
beschichteten 96-well-Platte in 200 ul Medium ausplattiert und iiber Nacht im Zellkulturschrank
kultiviert. Vor Beginn der Hypoxie wurde das Medium gewechselt und die Zellen anschlieBend

entsprechend des Zeit-Temperatur-Protokolls behandelt. Das Versuchsmedium wurde danach
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durch 0,5 mg MTT pro 1 ml Medium ersetzt und die Proben fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen mit 100 ul Extraktionspuffer (0,04 M HCL in 100 %
Isopropanol) lysiert und nach 20 Minuten wurde die Extinktion des Farbumschlages bei einer

Wellenlidnge von 570 nm mit dem Plattenreader gemessen.

3.11 Messung des ATP-Gehalts

Fiir die Quantifizierung des intrazelluliren ATP-Gehalts wurde das CellTiter Glo® Luminescent
Cell Viability Kit verwendet. Die nachfolgende Beschreibung des Test-Prinzips und das
Protokoll zur Durchfiihrung basieren auf den Angaben des Herstellers. Die Messung des ATP-
Gehalts beruht auf der Entstehung eines Lumineszenzsignals durch eine ATP-abhingige
Luciferase, das proportional zum ATP-Gehalt der Zellen ist. Fiir den Versuch wurden 24
Stunden vor Versuchsbeginn 2x10* | 1,5x10%, 1x10* und 0,5x10* Zellen entsprechend der
verschiedenen Zeitpunkte in einer mit 0,2 %-Gelatine beschichteten 96-well-Platte in 100 ul
Medium ausplattiert. Nach der Behandlung der Zellen entsprechend des Zeit-Temperatur-
Protokolls wurden die Proben fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur equilibriert. Danach wurde
das Medium abpipettiert und durch 100 ul serumfreies Medium ersetzt, um einen eventuellen
Abbau von ATP durch im Serum enthaltene ATPasen zu verhindern. Nach dem Zufiigen von
100 ul CellTiter Glo®-Reagenz wurden die Proben fiir 2min geschiittelt und fiir weitere 10
Minuten bei Raumtemperatur belassen. Im Anschluss wurde die Lumineszenzintensitét bei einer

Integrationszeit von 500 ms gemessen.

3.12 BrdU: Messung der Zellproliferation

Zur Quantifizierung der Zellproliferation wurde das BrdU Cell Proliferation Assay Kit von Cell
Signaling verwendet. Die nachfolgende Beschreibung des Test-Prinzips und das Protokoll zur
Durchfiihrung basieren auf den Angaben des Herstellers. Die Methode beruht auf dem Einbau
des Pyrimidin-Analogons 5-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU) in neusynthetisierte DNA von
proliferierenden Zellen. Fiir den Versuch wurden 24h vor Versuchsbeginn 2x10%, 1,5x10%, 1x10*
und 0,5x10* Zellen entsprechend der verschiedenen Zeitpunkte in einer mit 0,2 %-Gelatine

beschichteten 96-well-Platte in 100 ul Medium ausplattiert. Vor dem Beginn der Hypoxie wurde
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das Kulturmedium durch Versuchsmedium mit BrdU ersetzt. Nach Behandlung der Zellen
entsprechend des Zeit-Temperatur-Protokolls wurde das Medium vorsichtig entfernt und die
Zellen mit der Fixing/Denaturing-Solution fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur behandelt, um
die Zellen zu fixieren und ihre DNA zu denaturieren. AnschlieBend wurde der Anti-BrdU-
Detektionsantikorper in einer vom Hersteller vorgefertigten Losung verdiinnt fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Nach mehrmaligem Waschen mit dem im Kit
enthaltenen Waschpuffer wurden die Proben mit einem Sekundérantikorper (Anti-Maus IgG, mit
Meerrettich-Peroxidase konjugiert) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurden die Proben erneut mehrmals mit dem Waschpuffer gewaschen und mit 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB), einem Substrat fiir die Meerrettich-Peroxidase, fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Stop-Solution des Herstellers beendet
und die Extinktion des Farbumschlages bei einer Wellenlédnge von 450 nm mit dem Plattenreader

gemessen.

3.13 Untersuchung der Proteinregulation mittels Western Blot Technik

3.13.1 Gewinnung und Aufreinigung der Proteine

Zur Gewinnung von Proteinen wurden verschiedene Zellzahlen fiir die Versuchszeitpunkte in
einer 60 cm’ groBen Petrischale 24 Stunden vor Versuchsbeginn in 3ml Versuchsmedium
ausplattiert. Fiir den 24h-Wert wurden 4x10° Zellen ausplattiert, fiir den 48h-Wert 3x107°
Zellen, fir den 72h-Wert 2x10° Zellen und fiir den 96h-Wert 1x10° Zellen. Die Petrischalen
wurden zuvor mit 0,2 %-Gelatine beschichtet. Nach Durchfilhrung des Experimentes
entsprechend des Zeit-Temperatur-Protokolls wurden alle weiteren Schritte auf Eis durchgefiihrt,
um einen Proteinverlust durch Proteasenaktivitit zu vermeiden. Das Medium wurde vorsichtig
abgesaugt und die Zellen mit gekiihltem PBS mit einer Temperatur von 4 °C einmal gewaschen.
Im Anschluss wurden die Zellen in 1ml PBS bei 4 °C mit einem Zellschaber von der Petrischale
abgelost, in ein Eppendorfgefal3 {iberfiihrt und bei 3000 g fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und die im Pellet befindlichen Zellbestandteile mit einem
Zelllyse-Puffer mit Proteinase- und Phosphatase-Inhibitoren resuspendiert. Nach einer 5-
miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Suspensionen bei 13000g fiir 5 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Die Uberstéinde wurden in neue EppendorfgefiBe iiberfiihrt und bei -80 °C bis zur

weiteren Analyse gelagert.
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3.13.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA Assays bestimmt. Dieser Test beruht auf der
photometrischen Detektion und Quantifikation des Proteingehalts durch eine Reduktion von
Cu*" zu Cu'" in alkalischem Medium in Anwesenheit von Proteinen, der sogenannten Biuret-
Reaktion. Durch die Bildung eines Chelatkomplexes der Bicinchonin-Séure (BCA) mit den
reduzierten einwertigen Kupferionen kommt es zu einem violetten Farbumschlag, der sich bei
einem Absorptionsmaximum von 562 nm anndhernd linear zur Proteinkonzentration verhilt und
photometrisch bestimmt werden kann. Die Proteinproben wurden 1:10 in Aqua bidest verdiinnt
und 10 pl dieser Suspension in Duplikaten auf eine 96-well-Platte zusammen mit einer
Standardreihe bekannter Konzentrationen von bovinem Serum-Albumin (BSA) aufgetragen.
Nach Zugabe von 200 ul BCA-Reagenz wurden die Proben lichtgeschiitzt bei 37 °C fiir 30
Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde die Extinktion bei 562 nm gemessen und die

Proteinkonzentration mit Hilfe der Standardreihe berechnet.

3.13.3 Gelelektrophorese (SDS-Page)

Zur Auftrennung der Proteine wurde das Verfahren der SDS-Page-Gelelektrophorese angewandt.
Hierbei werden die Proteine durch Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und die gebildeten
negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe wandern ihrem Molekulargewicht entsprechend in
einem Polyacrylamid-Gel entlang eines elektrischen Feldes. Die Proteinproben wurden schonend
auf Eis aufgetaut. Die gleiche Menge Protein jeder Probe wurde mit SDS-haltigem Probenpuffer
vermischt und gegebenenfalls mit Aqua bidest erginzt, um identische Volumina zu erhalten. Die
Suspensionen wurden im Anschluss fiir 5 Minuten auf 95 °C zur vollstaindigen Denaturierung
erhitzt und dann auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese-Kammer enthielt
Puffer bestehend aus 192 mM Glycin, 25 mM Trisbase und 3,47 mM SDS. Bei einer Spannung
von 60 mV wurden die Proteine zundchst im Sammelgel aufkonzentriert und im Anschluss bei

100 mV im Trenngel ihrer GroBe nach aufgetrennt.

3.13.4. Proteintransfer mittels Tank-Blotting-Methode

Nach der SDS-Page-Elektrophorese wurden die Proteine vom Gel auf eine PVDF- oder
Nitrocellulose-Membran mit Hilfe der Tank-Blotting-Methode transferiert. Das Gel und die
Membran wurden dafiir unter Bildung eines ,,Sandwiches* zusammen mit Filterpapier und
Filterpads in die mit Blotting-Puffer gefiillte Kammer eingespannt. Bei einer Spannung von 100

mV fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proteine auf die Membran transferiert. Der
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Blotting-Puffer wurde dabei mit einem Eisakku und einem Magnetrithrer gekiihlt, um

Hitzeschiden der Proteine zu vermeiden. Eine erfolgreiche Ubertragung der Proteine wurde mit

einer Ponceau-Féarbung getestet.

Sammelgel

Trenngel

Sammelgelpuffer 0,5 M (pH=6,8)
SDS-Losung 10 %
APS-Losung 10 %

Trenngelpuffer 1,5 M (pH=8,8)
SDS-Losung 10 %
APS-Losung 10 %

Acrylamid Acrylamid
TEMED TEMED

HZO HzO
Sammelgelpuffer Trenngelpuffer

0,5 M TRIS-HCI (pH=6,8)

30,28 g TRIS ad 350 ml Aqua bidest
pH einstellen mit 1 N HCL

ad 500 ml

Trenngelpuffer 1,5 M (pH=8,8)
90,85 g TRIS ad 350 ml Aqua bidest
pH einstellen mit 1| N HCL

ad 500 ml

Elektrophorese-Puffer

Blotting-Puffer

Glycin, 250 mM
Tris-Base, 25 mM
SDS, 0,1 %

3.13.5 Detektion spezifischer Proteine

Glycin, 192 mM
Tris-Base, 25 mM
Methanol, 20 %

Auf die PVDF- oder Nitrocellulose-Membran wurde eine Suspension aus 5 % Magermilchpulver

in PBS oder PBST zur Blockierung unspezifischer Proteinbindung fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur gegeben. Nach einmaligem Waschen wurde die Membran anschlieBend in ein

Zellkultur-R6hrchen mit Primédrantikorper, gemi3 den Herstellerangaben, in PBS oder PBST

verdiinnt, tiberfiihrt und tiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag

wurden die Membranen 3 mal fiir 10 Minuten gewaschen und fiir eine Stunde mit dem

enzymgekoppelten Sekundérantikorper (Donkey anti Rabbit 1:10000 in PBS oder PBST) bei
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Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Membran
mit Enhanced Chemilunescent- Reagenz (ECL) von Pierce bedeckt, die als Substrat fiir die mit
dem Sekunddrantikorper konjugierte Meerrettich-Peroxidase dient. Die Reaktion filihrt zur
Emission eines Chemilumnieszenz-Signals, das mit Hilfe des Chemilumnieszenz-

Bildentwicklers ChemiDoc XRS und der Software Quantity One detektiert wurde.

3.13.6 Densitometrische Analyse

Die Proteinbanden wurden mit der Software ImageLabTM-Software densitometrisch
quantifiziert. Als Ladekontrolle wurde B-Actin bei allen Proben mitbestimmt und die
Bandenintensitit des untersuchten Proteins durch die Bandenintensitéit von 3-Actin dividiert, um

vermeintliche Unterschiede der Proteinmengen herauszurechnen.

3.14. Untersuchung der mRNA-Regulation mittels quantitativer RT-PCR

3.14.1 Isolation der RNA

Zur Extraktion von RNA wurde die peqGOLD RNAPure '™ Methode entsprechend den
Herstellerangaben angewandt. Die gebrauchsfertige Reagenz enthdlt Phenol und
Guanidinisothiocyanat in einphasiger Losung. Nach Zugabe von Chloroform und anschlieender
Zentrifugation trennt sich die homogene Suspension in 3 Phasen auf, wobei in der oberen
wissrigen Phase die RNA enthalten ist. Fir den Versuch wurden 24 Stunden vor
Versuchsbeginn 200.000 Zellen in einer mit 0,2 %-Gelatine beschichteten 22 cm® grofen
Petrischale in 1 ml Medium ausplattiert. Das Medium wurde vor Versuchsbeginn durch
Versuchsmedium ersetzt und das Experiment entsprechend des Zeit-Temperatur-Protokolls
durchgefiihrt. Zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt wurde das Versuchsmedium vorsichtig
abgesaugt und Zellen einmalig mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 5

Minuten bei Raumtemperatur mit 500 ul peqGOLD RNAPure ™

—Reagenz inkubiert, durch
mehrmaliges Resuspendieren von den Petrischalen abgelost und in ein RNAse-freies
Eppendorfgefal iiberfiihrt. Nach Zugabe von 100 ul Chloroform wurden die Proben fiir 5
Minuten auf Eis inkubiert und im Anschluss flir 15 Minuten bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert.
Hinterher waren 3 Phasen sichtbar, wobei die obere wissrige Phase RNA enthilt. Sie wurde
vorsichtig abpipettiert und in ein neues Eppendorfgefd {iberfiihrt. Die Ausfillung der RNA

erfolgt mit der Zugabe des gleichen Volumens an Isopropanol. Die Proben wurden fiir 15
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Minuten auf Eis inkubiert und danach fiir 10 Minuten bei 12000g und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und das entstandene Pellet mit 1 ml 75
%igem Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten 15-miniitigen Zentrifugation bei 12000g und 4
°C wurde das Ethanol vorsichtig abgenommen und die Pellets in RNAse freiem Aqua bidest
resuspendiert und fiir 10 Minuten zur vollstindigen Losung auf Eis inkubiert. Die Proben

wurden hinterher bei -80 °C eingefroren und gelagert.

3.14.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentrationen der Proben wurden mit Hilfe des Spektrophotometers NanoDrop von
ThermoScientific bestimmt. Dafiir wurden 1 ul der Proben bei einer Wellenldnge von A=280 nm
gemessen. Die Reinheit der RNA wurde mit der 260 nm/280 nm-Ratio tiberpriift und bei einem

Verhiltnis von 2,0 als rein angesehen.

3.14.3 Reverse Transkription

Die RNA wurde mit einer RNA-abhidngigen DNA-Polymerase (Moloney Murine Leukemia
Viruse Reverse Transcriptase) in cDNA transkribiert. Dafiir wurden 500 ng der RNA-Proben bei
42 °C fir 1 Stunde mit 200 U MMLV-Reverse Tanskriptase und einzelstringigen
Hexanukleotiden zufilliger Sequenz, sogenannten Random Primer (Promega, Madison, WI),
gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 35 ul DNAse I enthaltenden Reaktionsmix
katalysiert.

3.14.4 Quantitative RT-PCR

Mit Hilfe der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurden die Zielabschnitte der
umgeschriebenen cDNA verfielféltigt und in Echtzeit quantifiziert. Die Methode beruht auf dem
Einsatz einer TagMan' “-Sonde. Diese besteht aus einem Primer fiir die Zielabschnitte, der am
5’-Ende eine Reporter- (6-Carboxyfluorescein, FAM) und am 3’-Ende eine Quencher-
Fluoreszenz (6-carboxy-tetramethylrhodamine, TAMRA) trdgt. Der Quencher unterdriickt die
Emission des Reporters. Kommt es zur Hybridisierung der Sonde mit der cDNA und zur
Freisetzung des Reporters durch die Exonukleaseaktivitit der Tag-Polymerase, steigt die
Emission des Reporterfarbtoffs FAM. Je mehr DNA synthetisiert wird, dest so stdrker ist das
FAM-Signal.
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Verwendete TaqManTM-Sonden:

RBM3, murin F 50 caccttcacaaacccagagcat 3’ (336-357nt, Exon 3)
R50 gcatgatcaactcggatttgg 3° (425-405nt, Exon 4)
Probe 5’ agagctatgaatggagagtc 3’ (373-392nt, Exon3/4)

NM 001166409.1

CIRP, murin F 5’ acgctaaggacgccatgatg 3” (258-277nt, Exon 3)
R 5’ gggaccggzzgtcagaagac 3° (353-334nt, Exon 4)
Probe 5’ tgaatgggaagtctgtggac 3° (282-301nt, Exon %)

NM_007705.2

3.15 Statistische Auswertung

Fiir die statistischen Auswertungen und Graphen wurde das Programm GraphPad Prism 6
verwendet. Alle statistisch ausgewerteten Versuche wurden mindestens dreimal mit
unterschiedlichen Zellpassagen und/oder aus unterschiedlichen Zellstimmen wiederholt. Die
Daten werden als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Fiir die statistische Analyse
von nicht gepaarten Stichproben bei der Auswertung der mRNA- und Proteinexpression von
RBM3 und CIRP wurde der Student’s T-Test verwendet. Zum Vergleich von mehreren Gruppen
wurde fiir die restlichen Versuche eine One-way-ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zur
Vermeidung des alpha-Fehlers angewandt. P-Werte < 0,05 *, < 0,01 **, und < 0,001 *** wurden

als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 LDH-Ausschiittung und Zelltod

4.1.1 Einfluss der Hypothermie auf die LDH-Ausschiittung

Im Vorversuch wurde der Einfluss der moderaten Kiihlung ohne vorherige Schidigung auf den
Zelltod bzw. das Zelliiberleben untersucht. Dafiir wurden die neuronalen Zellen auf 33,5 °C fiir
24, 48 oder 72 Stunden gekiihlt und anschlieBend zur Quantifizierung des Zelltodes die
enzymatische Aktivitit der Lactat-Dehydrogenase (LDH) in den Uberstinden der Zellkultur
gemessen. Moderate Hypothermie fiir 24, 48 oder 72 Stunden hat signifikant die LDH-
Ausschiittung reduziert. Eine Kiihlung fiir 24 Stunden reduzierte die LDH-Ausschiittung um ca.
20 %. 48 und 72 Stunden moderate Hypothermie fiihrten zu einer Reduktion um ca. 40 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 3).

[ ] Normothermie (37°C)
0 Hypothermie (33,5°C)

200

*k%k

150_ J 1

*%k%

100+

50

LDH-Aktivitat
(relative Veranderung zu 37°C)

24 48 72
Zeit (h)

Abbildung 3: LDH-Aktivitét in den Zelliiberstinden von SK-N-SH nach 24, 48 oder 72-stiindiger moderater
Hypothermie (33,5 °C) im relativen Vergleich zu einer normothermen Kontrollgruppe bei 37 °C.
(n=6; *p<0,05, *** p<0,001)

4.1.2 Einfluss von Hypoxie und anschlieender Hypothermie

Im néchsten Schritt wurden die Auswirkungen von Hypoxie und anschlieBender Hypothermie
auf das Zelliiberleben untersucht. Daflir wurden die Neuronen fiir 24 Stunden bei einem
Sauerstoffgehalt von 0,2 % O, bzw. 8 % O, inkubiert und im Anschluss bei normoxischen
Bedingungen bei 33,5 °C bis zu 72 Stunden gekiihlt. Nach der Hypoxie und nach 24, 48 und 72-

stlindiger Kiihlung wurde die LDH-AKktivitdt in den Zelliiberstinden bestimmt. Eine schwere
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Hypoxie mit einer Sauerstoffkonzentration von 0,2 % fiir 24 Stunden fiihrte zu einer signifikant
erhohten LDH-Ausschiittung 24 Stunden nach Beendigung der Hypoxie und damit zu einem
vermehrten Zellsterben (Abb. 4a). Die LDH-Aktivitét in den Zelliiberstinden war um ca. 80 %
hoher im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch 48 und 72 Stunden nach der schweren Hypoxie ist
mehr LDH in den Zelliiberstinden der geschadigten Gruppen zu messen, die Unterschiede sind
jedoch nicht statistisch signifikant. Eine Kiihlung der Zellen auf 33,5 °C fiir 48 und 72 Stunden
konnte die LDH-Ausschiittung signifikant um ca. 45 % und ca. 50 % senken im Vergleich zu
ungekiihlten geschidigten Zellen. Moderate Hypothermie fiir 24 Stunden geniigt nicht, um die
LDH-Ausschiittung signifikant zu senken, auch wenn tendenziell weniger LDH im Vergleich zur
ungekiihlten Gruppe zu messen war. In den Uberstinden der geschidigten und fiir 24 Stunden
gekiihlten SK-N-SH wurde eine signifikant hohere LDH-Aktivitdt im Vergleich zur
Kontrollgruppe gemessen.

Milde Hypoxie (8 % O; fiir 24 Stunden) fiihrt nicht zu einer erhohten LDH-Ausschiittung in SK-
N-SH-Zellen (Abb. 4b). Man kann jedoch bei Zellen, die nach milder Hypoxie fiir 24, 48 oder 72
Stunden gekiihlt wurden, eine signifikant niedrigere LDH-Aktivitdt im Vergleich zu
ungekiihlten, zuvor geschidigten Zellen messen. Zusétzlich ist die LDH-Aktivitit nach milder
Hypoxie und moderater Hypothermie fiir 48 bzw. 72 Stunden geringer als in der ungeschidigten

normothermen Kontrollgruppe.

(a) LDH-Aktivitit bei schwerer (b) LDH-AKktivitiit bei milder
Hypoxie (0,2 % 0O2) Hypoxie (8 % 02)
] Normoxie (37°C) [] Normoxie (37°C)
B Hypoxie (37°C) B Hypoxie (37°C)
M Hypoxie + Hypothermie (33,5°C) B Hypoxie + Hypothermie (33,5°C)
—_ *%* —_
g,\) *%k% ?C\)
200+ 200
o) ¥o)
é * é ; *kk .
g — g . *kk ,
E 2 150' * E § 150' x Hkk
= 3 — S s *kk
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T3 100 T3 100-
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-4 T —1 T
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Abbildung 4: Einfluss von schwerer Hypoxie, 0,2 % O, fiir 24h (a) und milder Hypoxie, 8 % O, fiir 24h (b) und
anschlieBender moderater Hypothermie (33,5 °C) auf die LDH-Aktivitét in den Zelliiberstanden.
(n=3-4;*p<0,05, **p<0,01 und *** p <0,001)
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4.2 Aktivitit der neuronenspezifischen Enolase

Zur Validierung der Ergebnisse zum Zelltod bei schwerer Hypoxie und konsekutiver moderater
Hypothermie wurde die Aktivitdit der neuronenspezifischen Enolase (NSE) in den
Zelliiberstinden bestimmt. Nach 24-stiindiger Hypoxie bei 0,2 % O, und anschlieBender
Kiihlung auf 33,5 °C fiir 72 Stunden wurde die NSE-Ausschiittung quantifiziert. Schwere
Hypoxie fiihrte zu einer signifikant hoheren NSE-Aktivitit im Vergleich zu einer normoxischen
Kontrollgruppe und damit zu vermehrtem Zellsterben (Abb. 5). Zellen, die nach der hypoxischen
Schadigung fiir 72 Stunden moderat gekiihlt wurden, zeigten eine signifikant reduzierte NSE-
Aktivitdt im Vergleich zu ungekiihlten geschiddigten SK-N-SH-Zellen und damit ein geringeres
MaB an Zelltod. Die Konzentration der neuronenspezifischen Enolase ist in der gekiihlten
Hypoxie-Gruppe anndhernd die gleiche wie in der ungeschéddigten Kontrollgruppe. Dariiber
hinaus wurde die Auswirkung von moderater Hypothermie fiir 72 Stunden ohne vorangegangene
hypoxische Schadigung auf die NSE-Ausschiittung untersucht. Die alleinige Kiihlung auf 33,5
°C konnte die Rate an Zelltod signifikant im Vergleich zur normothermen Kontrollgruppe
reduzieren. Die NSE-Konzentration in ungeschéddigten gekiihlten Zellen war signifikant

niedriger als die der geschéddigten gekiihlten Zellen.

Normoxie (37°C)

Normoxie + Hypothermie (33,5°C)
Hypoxie (37°C)

Hypoxie + Hypothermie (33,5°C)
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c
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Abbildung 5: Aktivitit der neuronenspezifischen Enolase (NSE) in den Uberstéinden von SK-N-SH, die nach
24-stiindiger schwerer Hypoxie (0,2% O,) und ohne vorherige Schiadigung fiir 72 Stunden bei 37 °C oder 33,5
°C inkubiert wurden. (n = 3; * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001)
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4.3 Aktivierung der Caspase 3 und Apoptose

4.3.1 Einfluss der Hypothermie auf die Aktivierung der Caspase 3

Im Vorversuch wurde der Einfluss der Hypothermie ohne vorherige Schidigung auf das
Apoptoseverhalten der Zellen untersucht. Dafiir wurde mittels Western Blot die Aktivierung der
Caspase 3 mit dem Verhiltnis des aktiven Spaltprodukts (cleaved Caspase 3) zum inaktiven
ungespaltenen Enzym (Caspase 3) bestimmt. Moderate Hypothermie fiir 24, 48 und 72 Stunden

fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Aktivierung von Caspase 3.

4.3.2 Einfluss von Hypoxie und Hypothermie auf die Aktivierung der Caspase 3

Im weiteren wurde der Einfluss von schwerer Hypoxie mit folgender Hypothermie auf die
Aktivierung der Caspase 3 untersucht. Die SK-N-SH-Zellen wurden fiir 24 Stunden bei 0,2 % O,
inkubiert und danach entweder auf 33,5 °C bis zu 72 Stunden gekiihlt oder bei 37 °C belassen.
Schwere Hypoxie fiihrte nicht zu einer signifikant erhdhten Aktivierung der Caspase 3 im
Zellkulturmodell im Vergleich zu ungeschédigten Zellen. Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen gekiihlten und nicht gekiihlten geschidigten Zellen.
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4.4 Metabolische Aktivitit der Zellen — MTT-Test

4.4.1 Einfluss der Hypothermie auf die metabolische Aktivitit
Zundchst wurde der Einfluss der moderaten Hypothermie auf die metabolische Aktivitdt
untersucht. Die SK-N-SH-Zellen wurden fiir 24, 48 oder 72 Stunden bei 33,5 °C inkubiert und
im Anschluss die MTT-Reduktion kolorimetrisch quantifiziert. Moderate Hypothermie fiir 24
bzw. 72 Stunden fiihrte zu einer signifikant reduzierten metabolischen Aktivitdt um ca. 16 % und
ca. 26 % im Vergleich zu einer normothermen Kontrollgruppe. Moderate Hypothermie fiir 48
Stunden fiihrte zu einer dhnlichen Reduktion der metabolischen Aktivitidt wie nach 24 Stunden,
der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Abb. 6).

[] Normothermie (37°C)

O Hypothermie (33,5°C)
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Abbildung 6: Metabolische Aktivitit von SK-N-SH nach 24, 48 oder 72 Stunden moderater Hypothermie (33,5
°C) im Vergleich zu einer normothermen Kontrollgruppe. (n =15 - §; * p < 0,05, *** p < 0,001 )

4.4.2 Einfluss von Hypoxie und Hypothermie auf die metabolische Aktivitit

Der Einfluss von schwerer und milder Hypoxie und darauffolgender Hypothermie auf die
metabolische Aktivitdt der SK-N-SH wurde darauthin untersucht. Die Zellen wurden fiir 24
Stunden bei einem Sauerstoffgehalt von 0,2 % oder 8 % inkubiert und im Anschluss unter
normoxischen Bedingungen auf 33,5 °C bis zu 72 Stunden gekiihlt. Zu den Versuchszeitpunkten
24,48, 72 und 96 Stunden wurde der MTT-Test durchgefiihrt.

Schwere Hypoxie fiir 24 Stunden fiithrte nicht zu einer signifikant reduzierten metabolischen
Aktivitdt in SK-N-SH-Zellen, auch wenn eine dahingehende Tendenz zu beobachten ist. Zellen,

die nach der Hypoxie fiir 24 oder 72 Stunden moderat gekiihlt wurden, zeigten eine signifikant
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reduzierte metabolische Aktivitdt im Vergleich zu ungeschiddigten normothermen Zellen.
Zwischen gekiihlten und nicht-gekiihlten zuvor geschidigten Zellen gab es keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 7a).

Milde Hypoxie mit einem Sauerstoffgehalt von 8 % fiir 24 Stunden beeinflusste die
metabolische Aktivitdit der Zellen nicht (Abb. 7b). Dennoch lieBen sich signifikante
Unterschiede zwischen gekiihlten Gruppen im Vergleich zur ungeschéadigten Kontrollgruppe bei
37 °C zu den Versuchszeitpunkten 72 und 96 Stunden beobachten. Nach 72 Stunden war auch
der Unterschied zwischen hypothermen und normothermen Zellen, die zuvor hypoxisch

geschadigt wurden, signifikant.

(a) MTT-Test bei schwerer Hypoxie (b) MTT-Test bei milder Hypoxie
0,2 % 0O2) (8 % 02)
[J Normoxie (37°C) [J Normoxie (37°C)
B Hypoxie (37°C) B Hypoxie (37°C)
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Abbildung 7: Einfluss von schwerer Hypoxie, 0,2 % O, fiir 24h (a) und milder Hypoxie, 8 % O, fiir 24h (b) und
anschlieBender moderater Hypothermie (33,5 °C) bzw. Normothermie (37 °C) auf die metabolische Aktivitit.
(n=3-5;*p<0,05, **p<0,01)
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4.5 ATP-Haushalt

4.5.1 Einfluss der Hypothermie auf die ATP-Konzentration

Zunidchst wurden die Effekte der moderaten Hypothermie auf den ATP-Haushalt untersucht.
Dafiir wurden die Zellen fiir 24, 48 oder 72 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt, die ATP-Konzentration
bestimmt und mit einer normothermen Kontrollgruppe verglichen. Moderate Hypothermie fiihrte

zu keinen Verdnderungen der ATP-Konzentration (Abb. 8a).

4.5.2 Einfluss von Hypoxie und Hypothermie auf die ATP-Konzentration

Dariiber hinaus wurde untersucht, inwiefern sich eine schwere Hypoxie und eine darauffolgende
moderate Hypothermie auf den ATP-Haushalt auswirken. Dafiir wurden die Neuronen fiir 24
Stunden bei 0,2 % O, inkubiert und im Anschluss entweder fiir bis zu 72 Stunden auf 33,5 °C
gekiihlt bzw. normotherm belassen. Eine schwere Hypoxie fiir 24 Stunden fiihrte zu einer
signifikant reduzierten ATP-Konzentration um fast 50 % (Abb. 8b). 24 Stunden nach der
hypoxischen Schiadigung ist der ATP-Gehalt in den Zellen wieder signifikant angestiegen und
blieb etwas unter dem der ungeschidigten Kontrollgruppe. In den SK-N-SH, die nach der
Hypoxie fiir 24, 48 oder 72 Stunden gekiihlt wurden, ist tendenziell der ATP-Gehalt hoher als in
den ungekiihlten Zellen. Die Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant.

(a) ATP-Gehalt bei milder (b) ATP-Gehalt bei schwerer Hypoxie
Hypothermie (33,5 °C) (0,2% O3) und milder Hypothermie
[ ] Normothermie (37°C) ] Normoxie (37°C)

[ Hypothermie (33,5°C) B Hypoxie (37°C)

Bl Hypoxie + Hypothermie (33,5°C)
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ATP-Konzentration
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Abbildung 8: (a) ATP-Gehalt in SK-N-SH nach 24, 48 bzw. 72-stiindiger Hypothermie (33,5 °C) im Vergleich
zu einer normothermen Kontrollgruppe (b) ATP-Gehalt in SK-N-SH nach 24-stiindiger schwerer Hypoxie (0,2
% O,) und darauffolgender Hypothermie fiir 24, 48 bzw. 72 Stunden im Vergleich zu normothermen
geschédigten SK-N-SH und zu einer ungeschidigten Kontrollgruppe bei 37 °C. (n = 4; *** p < 0,0001)
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4.6 Zellproliferation

4.6.1 Einfluss der Hypothermie auf die Zellproliferation

Ob und wie sich das Proliferationsverhalten von Neuronen durch milde bzw. schwere Hypoxie
und moderate Hypothermie verdndert, wurde mit dem BrdU-Test untersucht. Zunichst wurde
der Einfluss einer 24, 48 bzw. 72-stiindigen Hypothermie auf die Zellproliferation analysiert. Es
konnten keine Unterschiede im Vergleich zu einer normothermen Kontrollgruppe festgestellt

werden.

4.6.2 Einfluss der Hypoxie und Hypothermie auf die Zellproliferation

Weder schwere (0,2 % O, fiir 24 Stunden) noch milde Hypoxie (8 % O, fiir 24 Stunden) haben
das Proliferationsverhalten der Neuronen signifikant beeinflusst. Es gab dariiber hinaus auch
keine signifikanten Unterschiede zwischen Zellen, die nach der hypoxischen Schiddigung auf

33,5 °C gekiihlt und denen die bei 37 °C belassen wurden.
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4.7 Zellmorphologie

Um zellmorphologische Verdnderungen infolge der Schidigung mit Hypoxie und der
anschlieenden Behandlung mit Hypothermie zu erkennen, wurden die SK-N-SH-Zellen mit der
Immunfluoreszenz-Methode angefarbt. Nach Behandlung der SK-N-SH entsprechend dem Zeit-
Temperatur-Protokoll wurden die Zellen mit BIII-Tubulin und DAPI gefarbt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop angeschaut.

SK-N-SH, die durch milde Hypoxie (8 % O;) geschiadigt wurden, zeigen moderate
morphologische Verdnderungen, die Zellkorper sind vergroBert im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Dabei ist kein wesentlicher Unterschied zwischen anschlieBend gekiihlten und
ungekiihlten Neuronen festzustellen. Schwere Hypoxie (0,2 % O;) fiihrt zu stirkeren
morphologischen Verdnderungen, die Zellkorper schwellen an und sind deutlich vergroBert.
Neuronen, die im Anschluss an die schwere hypoxische Schddigung bei 33,5 °C fiir 72 Stunden
inkubiert wurden, unterscheiden sich morphologisch von denen, die unter normothermen
Bedingungen belassen wurden. Sie sind weniger stark geschwollen, jedoch sind die Zellkorper
ebenfalls deutlich vergrofert im Vergleich zu ungeschddigten Neuronen. Die Kiihlung von SK-
N-SH auf 33,5 °C ohne vorherige Schidigung fiihrt zu geringen morphologischen

Verinderungen, es sind auch dort vereinzelt Zellen mit vergroferten Somata zu sehen gewesen.

21% 0, 37°C 8% 0,37°C 0,2% 0,37°C

21% O2 33,5°C

B b

Abbildung 9: Zellmorphologische Verdnderungen durch 72-stiindige milde Hypothermie (33,5 °C) und Einfluss
von milder (8 % O,) bzw. schwerer Hypoxie (0,2 % O,) und anschliefender moderater Hypothermie (33,5 °C)
bzw. Normothermie (37 °C) auf die Zellmorphologie.
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4.8 RBM3

4.8.1 Einfluss von Hypothermie und Hypoxie auf die mRNA-Expression von RBM3
Inwiefern die Expression der mRNA von RBM3 durch milde bzw. schwere Hypoxie und
Hypothermie beeinflusst wird, wurde mit Hilfe einer RT-PCR untersucht. Die Zellen wurden fiir
24 Stunden bei einem Sauerstoffgehalt von 0,2 % und 8 % inkubiert und im Anschluss unter
normoxischen Bedingungen auf 33,5 °C bis zu 72 Stunden gekiihlt. Dariiber hinaus wurde die
mRNA-Expression einer normoxischen Kontrollgruppe, so wie einer fiir 48 Stunden moderat
gekiihlten normoxischen Gruppe analysiert, um den alleinigen Einfluss der Hypothermie zu
untersuchen. Die zuvor nicht hypoxisch geschidigten Zellen, die fiir 48 Stunden einer moderaten
Hypothermie ausgesetzt waren, zeigen eine signifikant erhohte RBM3-mRNA-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 10a). Die Expression war um das ca. 3,0-fache erhoht.
Weder schwere noch moderate Hypoxie fiir 24 Stunden induzierten die Synthese von RBM3-
mRNA (Abb. 10b). Jedoch zeigten SK-N-SH-Zellen, die nach einer schweren Hypoxie fiir 48
oder 72 Stunden moderat gekiihlt wurden, eine signifikant erhohte RBM3-mRNA-Expression im
Vergleich zu ungekiihlten geschidigten Zellen (Abb. 10c). RBM3-mRNA wurde ca. 3,7- bzw.
4,1-fach stirker exprimiert. SK-N-SH-Zellen die nach schwerer hypoxischer Schadigung fiir 24
Stunden gekiihlt wurden, zeigten tendenziell auch eine stirkere RBM3-Expression. Der
Unterschied war jedoch nicht signifikant.

SK-N-SH-Zellen, die nach milder hypoxischer Schidigung fiir 24 oder 72 Stunden gekiihlt
wurden, exprimierten signifikant mehr RBM3-mRNA im Vergleich zu ungekiihlten
geschédigten Zellen (Abb. 10d). Die mRNA von RBM3 wurde ca. 3,4- bzw. 4,8-fach stirker
exprimiert. SK-N-SH-Zellen, die fiir 48 Stunden nach milder hypoxischer Schidigung gekiihlt

wurden, zeigten eine nicht-signifikant erhohte Expression von RBM3-mRNA.
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Abbildung 10: (a) RBM3-mRNA-Expression in SK-N-SH nach 48-stiindiger moderater Hypothermie (33,5 °C)
im Vergleich zu normothermen Kontrollgruppe (b) RBM3-mRNA-Expression in SK-N-SH die 24 Stunden einer
schweren (0,2 % O,) bzw. milden (8 % O,) ausgesetzt waren im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (c) RBM3-
mRNA-Expression in SK-N-SH die nach 24-stiindiger schwerer Hypoxie (0,2 % O,) fiir 24, 48 bzw. 72 Stunden
entweder auf 33,5 °C gekiihlt wurden (d) RBM3-mRNA-Expression in SK-N-SH die nach 24-stiindiger
schwerer Hypoxie (8 % O,) fiir 24, 48 bzw. 72 Stunden entweder auf 33,5 °C gekiihlt wurden.
(n=3-6;*p<0,05 **p<0,01)
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4.8.2 Einfluss von Hypothermie und Hypoxie auf die RBM3-Proteinexpression

Um posttranskriptionelle Einfliisse auf die RBM3-Expression zu untersuchen, wurde zu den
gleichen Versuchszeitpunkten eine Western-Blot-Analyse durchgefiihrt (Abb. 11). Moderate
Hypothermie fiir 48 Stunden fiihrte in ungeschidigten SK-N-SH-Zellen zu einer signifikant
erhohten RBM3-Proteinexpression um das ca. 2,6-fache. Weder schwere noch milde Hypoxie
fir 24 Stunden induzierte die Synthese von RBM3-Protein. Zellen, die nach schwerer
hypoxischer Schiadigung fiir 24, 48 oder 72 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt wurden, zeigen eine
signifikant erh6hte RBM3-Proteinexpression um das ca. 2,2 bis 3,3-fache im Vergleich zu nicht
gekiihlten geschédigten Zellen und um das ca. 2 bis 2,5-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Bei Neuronen, die nach milder 24-stiindiger Hypoxie fiir 24, 48 oder 72 Stunden moderat
gekiihlt wurden, wird RBM3-Protein ebenfalls signifikant stirker exprimiert. Die Expression ist
ca. 1,9 bis 3,6-fach starker im Vergleich zu geschéddigten SK-N-SH-Zellen, die nach der Hypoxie
bei 37 °C inkubiert wurden und um ca. 1,3 bis 2,85-fach stirker verglichen mit Neuronen

ungeschédigten Kontrollgruppe.

e H H H H H H
RBM3 —_ — — — — —_— —
R-AKtin ~ w—— —— ——— — — M —
Zet 48 24 48 72 9 24 48 72 9
Normoxie 0.2% O, fur 24 Stunden 8% O, fur 24 Stunden

Abbildung 11: Western-Blots von RBM3 und -Actin als Ladekontrolle von SK-N-SH die nach dem Zeit-
Temperatur-Protokoll entweder mit schwerer Hypoxie (0,2 % O, fiir 24 Stunden) oder milder Hypoxie (8 % O2
fiir 24 Stunden) geschidigt wurden bzw. physiologischen O,-Konzentrationen ausgesetzt waren und im
Anschluss entweder bei 37°C oder 33,5 °C inkubiert wurden. Mit ,,H* markierte Banden entsprechen den
hypothermen Versuchsgruppen (33,5 °C fiir 24, 48 oder 72 Stunden).
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Abbildung 12: Densitometrische Analysen von (a) RBM3 in SK-N-SH die fiir 48h auf 33,5 °C gekiihlt wurden
(b) RBM3 in SK-N-SH nach 24-stiindiger schwerer bzw. milder Hypoxie (0,2 % bzw. 8 % O,) (¢c) RBM3 in SK-
N-SH nach schwerer Hypoxie (0,2 % O,) und 24, 48 oder 72 Stunden moderater Hypothermie (33,5 °C) bzw.
Normothermie (d) RBM3 in SK-N-SH nach milder Hypoxie (8 % O,) und 24, 48 oder 72 Stunden moderater
Hypothermie (33,5 °C) bzw. Normothermie. (n =4 - 8; * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001)
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4.9 CIRP

4.9.1 Einfluss von Hypothermie und Hypoxie auf die mRNA-Expression von CIRP

Der Einfluss von Hypothermie, sowie schwerer Hypoxie und folgender Hypothermie auf die
mRNA-Expression von CIRP wurde mittels RT-PCR in Zellen untersucht. Dafiir wurden die
SK-N-SH nach dem Zeit-Temperatur-Protokoll behandelt und die Expression von CIRP-mRNA
an den entsprechenden Versuchszeitpunkten gemessen.

Moderate Hypothermie fiir 48 Stunden fiihrte zu einer nicht-signifikant erhdhten Synthese von
CIRP-mRNA (Abb. 13a). Schwere Hypoxie fiir 24 Stunden hatte keinen Einfluss auf die
mRNA-Expression von CIRP (Abb. 13b). Schwer hypoxisch-geschidigte Neuronen, die
anschlieBend fiir 72 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt wurden, zeigten eine signifikant stirkere
mRNA-Expression von CIRP im Vergleich zu geschéddigten ungekiihlten Zellen (Abb. 14). Die
Expression war um das ca. 1,9-fache erhoht. Auch in Neuronen, die fiir 24 oder 48 Stunden bei
moderater Hypothermie inkubiert wurden, ist die mRNA von CIRP im Vergleich zu

normothermen Neuronen vermehrt exprimiert, die Unterschiede sind jedoch nicht statistisch

signifikant.
(a) Moderate Hypothermie (33,5 °C) (b) Schwere Hypoxie (0,2 % O;)
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Abbildung 13: (a) CIRP-mRNA-Expression in SK-N-SH nach 48-stiindiger moderater Hypothermie (33,5 °C)
(b) CIRP-mRNA-Expression in SK-N-SH nach 24-stiindiger schwerer Hypoxie (0,2 % O,). (n=3)
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Schwere Hypoxie (0,2 % O2) und moderate Hypothermie

B Hypoxie (37°C)
B Hypoxie + Hypothermie (33,5°C)

48 72 96

Relative Genexpression mCIRP vs. GAPDH
(relative Veranderung zu Normoxie, 37°C)

Zeit (h)

Abbildung 14: CIRP-mRNA-Expression in SK-N-SH die nach schwerer Hypoxie (0,2 % O,) fiir 24, 48 bzw. 72
Stunden entweder normotherm oder hypotherm bei 33,5 °C inkubiert wurden. (n = 3; * p < 0,05)

4.9.2 Einfluss von Hypothermie und Hypoxie auf die CIRP-Proteinexpression

Moderate Hypothermie fiir 48 Stunden fiihrte zu einer signifikant erhohten CIRP-
Proteinexpression in SK-N-SH-Zellen. Schwere bzw. milde Hypoxie haben die Expression des
Proteins CIRP nicht beeinflusst. Neuronen, die nach der schweren bzw. milden Hypoxie
anschlielend fiir 24, 48 bzw. 72 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt wurden, zeigten tendenziell eine
erhohte CIRP-Proteinexpression im Vergleich zu den ungekiihlten Neuronen. Es gab jedoch

keine signifikanten Unterschiede.

H H H H H H H
CIRP — — o — e — e — - — -
R-Aktin == — e — — — — e
Zeit 48 24 48 72 96 24 48 72 96
Normoxie 0,2% O, fur 24 Stunden 8% O, fir 24 Stunden

Abbildung 15: Western-Blots von CIRP und B-Actin als Ladekontrolle von SK-N-SH die nach dem Zeit-
Temperatur-Protokoll entweder mit schwerer Hypoxie (0,2 % O, fiir 24 Stunden) oder milder Hypoxie (8 % O2
fiir 24 Stunden) geschadigt wurden bzw. physiologischen O,-Konzentrationen ausgesetzt waren und im
Anschluss entweder bei 37 °C oder 33,5 °C inkubiert wurden. Mit ,,H* markierte Banden entsprechen den
hvpothermen Versuchsegrunppen (33.5 °C fiir 24. 48 oder 72 Stunden).
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(a) Moderate Hypothermie (33,5 °C)
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(d) Milde Hypoxie (8 % O2) und
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Abbildung 16: Densitometrische Analysen von (a) CIRP in SK-N-SH die fiir 48 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt
wurden (b) CIRP in SK-N-SH nach 24-stiindiger schwerer bzw. milder Hypoxie (0,2 % bzw. 8 % O,) (c) CIRP
in SK-N-SH nach schwerer Hypoxie (0,2 % O,) und 24, 48 oder 72 Stunden Hypothermie (33,5 °C) bzw.
Normothermie (d) CIRP in SK-N-SH nach milder Hypoxie (8 % O,) und 24, 48 oder 72 Stunden Hypothermie
(33,5 °C) bzw. Normothermie. (n=3 —7; ** p <0,01)
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4.10 Validierung der Ergebnisse der Zellkultur in primiren Neuronen

Ein Teil der Experimente wurde in einer Zellkultur aus priparierten priméren Neuronen erneut
untersucht. Die primdren Neuronen wurden fiir 24 Stunden mild hypoxisch (8 % O,) geschadigt

und im Anschluss entweder bei 37 °C belassen oder fiir 24 bzw. 48 Stunden auf 33,5 °C gekiihlt.

4.10.1 Einfluss von Hypothermie auf die LDH-Ausschiittung

Moderate Hypothermie von 33,5 °C fiir 24 bzw. 48 Stunden fiihrte nicht zu einer Verdnderung
der LDH-Ausschiittung. Moderate Hypothermie ohne vorherige Schiadigung hatte damit bei
priméren Neuronen nicht den LDH-senkenden Effekt, der im Zellkultur-Modell mit den SK-N-
SH-Zellen gesehen wurde. Die Kiihlung zeigte aber auch keinen negativen Einfluss auf das

Uberleben der Zellen.

4.10.2 Einfluss von milder Hypoxie und Hypothermie auf die LDH-Ausschiittung

Milde Hypoxie mit einer O,-Konzentration von 8 % fiir 24 Stunden fiihrte nicht direkt zu einem
signifikanten Anstieg der LDH-Aktivitdt. In der Nachbeobachtung 24 Stunden nach der
hypoxischen Schiadigung ist die LDH-Aktivitét nicht-signifikant hoher als in der ungeschidigten
Kontrollgruppe. Moderate Hypothermie fiir 24 bzw. 48 Stunden hatte keinen Einfluss auf die
LDH-Ausschiittung.

(a) LDH-AKktivitiat bei Hypothermie (b) LDH-AKktivitit bei milder Hypoxie

[J Normoxie (37°C)

[ Hypoxie (37°C)
[] Normothermie (37°C) M Hypoxie + Hypothermie (33,5°C)
O Hypothermie (33,5°C)

300- 300-

200 200

100 - 1004

LDH-Aktivitat
(relative Veranderung zu 37°C)
|
I
LDH-Aktivitat
(relative Veranderung zu Normoxie, 37°C)

24 48 24 48 72

Zeit (h) Zeit (h)
Abbildung 17: (a) LDH-Aktivitit in den Ubersténden von primiren Neuronen, die fiir 24 bzw. 48 Stunden auf
33,5 °C gekiihlt wurden im Vergleich zu priméren Neuronen bei 37 °C. (n = 3) (b) LDH-Aktivitdt in priméren

Neuronen die mild hypoxisch geschédigt wurden und anschlieBend bei 37 °C oder 33,5 °C inkubiert wurden
(n=7-38)
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4.10.3 Einfluss von Hypothermie auf die mRNA-Expression von RBM3
Moderate Hypothermie fiir 24 Stunden fiihrte zu einer signifikant erhohten Expression der
mRNA von RBM3. Die Expression war dabei 2,4-fach hoher im Vergleich mit einer

normothermen Kontrollgruppe.

4.10.4 Einfluss von milder Hypoxie und Hypothermie auf die mRNA-Expression von
RBM3

Milde Hypoxie fiir 24 Stunden fiihrte nicht zu einem signifikanten Anstieg der RBM3-mRNA-
Expression. Auch in der Reoxygenierungsphase konnte kein Einfluss auf die Expression von
RBM3 beobachtet werden. Neurone, die nach 24-stiindiger Hypoxie fiir 48 Stunden unter
Normoxie auf 33,5 °C gekiihlt wurden, zeigten eine signifikant erhéhte Expression von RBM3-

mRNA im Vergleich zu geschadigten ungekiihlten Neuronen.

(a) Moderate Hypothermie (33,5 °C) (b) Milde Hypoxie (8 % O,)

[] Normothermie (37°C)

[] Normoxie (21 % O,)
O Hypothermie (33,5°C)

6- B mide Hypoxie (8 % O,)

(relative Veranderung zu Normoxie, 37°C)
(relative Veranderung zu Normoxie, 37°C)

24 24

Relative Genexpression mRBM3 vs. GAPDH
Relative Genexpression mRBM3 vs. GAPDH

Zeit (h) Zeit (h)

(c) Milde Hypoxie (8 % O-) und
moderate Hypothermie
Abbildung 18: (a) RBM3-mRNA-

B Hypoxie (37°C) Expression in priméren Neuronen nach 24-
B Hypoxie + Hypothermie (33,5°C) stiindiger moderater Hypothermie (33,5
67 * °C) (b) RBM3-mRNA-Expression in
priméren Neuronen die 24 Stunden mild
hypoxisch geschiadigt wurden (8 % O,) im
4

Vergleich zu ungeschédigten priméren
Neuronen unter normoxischen
Bedingungen (c) RBM3-mRNA-
Expression in primédren Neuronen die nach
24-stiindiger milder Hypoxie (8 % O2) auf
33,5 °C gekiihlt wurden bzw. bei 37 °C
normotherm belassen wurden (n =3 - 4, *
p <0,05)

(relative Veranderung zu Normoxie, 37°C)

72

Relative Genexpression mRBM3 vs. GAPDH

Zeit (h)
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5 Diskussion

Milde Hypothermie ist in den aktuellen AWMF-Leitlinien zur Prévention der hypoxisch-
ischdmischen Enzephalopathie durch perinatale Asphyxie als Therapie etabliert. Auch bei
anderen Krankheitsbildern, die mit einer hypoxisch-ischdmischen Schidigung einhergehen, ist
milde bis moderate Hypothermie als Therapiekonzept Gegenstand der aktuellen klinischen
Forschung. Die zugrunde liegenden Wirkmechanismen von Hypothermie sind jedoch noch nicht
abschlielend untersucht und verstanden. Besonders die Funktion von Kilteschockproteinen und
deren Rolle in der durch Hypothermie vermittelten Neuroprotektion ist unklar. Ziel dieser Arbeit
war die Etablierung eines Zellkulturmodells, um den Einfluss von Hypoxie und moderater
Hypothermie auf neuronale Zellen nach Sauerstoffentzug und Reoxygenierung zu untersuchen.
Dafiir wurden Verdnderungen beziiglich des Zelliiberlebens, der Zellmorphologie, des
Proliferationsverhaltens und des Zellstoffwechsels, sowie die Regulation der

Kalteschockproteine RBM3 und CIRP untersucht.

5.1 Einfluss von Hypoxie und Hypothermie auf das Zelliiberleben

Die schiddigende Wirkung eines Sauerstoff- und Glucose-Entzugs auf Neuronen zur Simulation
einer hypoxisch-ischdmischen Hirnschiddigung hinsichtlich des Zelliiberlebens, sowie der
neuroprotektive Effekt von moderater bis milder Hypothermie, ist in mehreren experimentellen
in vitro- und in vivo- Studien beschrieben und wurde von Antonic et al. 2014 in einem Review
zusammengefasst.'” In unserem Zellkulturmodell wurde die schidigende Wirkung von Hypoxie
auf neuronale Zellen bei erhaltenem Glucoseangebot und der Einfluss von TH untersucht. Wir
konnten zeigen, dass moderate Hypothermie (33,5 °C) alleine die Anzahl toter Zellen reduziert,
auch in zuvor nicht geschiadigten Neuronen. Schwere Hypoxie (0,2 % O,) fiir 24 Stunden
reduzierte die Zellvitalitdit signifikant, jedoch nicht unmittelbar nach der hypoxischen
Schadigung, sondern verzdgert nach einer 24-stiindigen Reoxygenierungsphase. Daraus lésst
sich schlieBen, dass das Zellsterben in wunserem Zellkulturmodell aufgrund eines
Reoxygenierungsschadens, wie in 1.2.3. beschrieben, erfolgt. In unseren Versuchen war die
erhohte Zelltod-Rate auch 72 Stunden nach Reoxygenierung mittels NSE-Aktivitdt noch
messbar. Auch Lehane et al setzten SK-N-SH-Zellen einer 24-stiindigen Hypoxie (0 % O, 95 %
N2, 5 % CO,) und konnten unmittelbar nach der hypoxischen Schiadigungn ebenfalls keinen
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vermehrten Zelltod feststellen.'” Sie haben leider keine Daten iiber die Zelltod-Rate nach
Reoxygenierung in ihrer Studie verdffentlicht. Auch in den Experimenten von Khaspekov et al.
konnte gezeigt werden, dass mehr primére hippocampale Neuronen sterben, wenn sie nach einer
Hypoxie reoxygeniert werden, als wenn man sie fiir den Zeitraum der Reoxygenierung weiter
hypoxisch schadigt.'"°

In unserem Zellkultur-Modell konnte moderate Hypothermie fiir 48 oder 72 Stunden den Zelltod
durch Hypoxie signifikant reduzieren und wirkt dementsprechend neuroprotektiv. Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen Hua et al. in einer Studie mit primiren Neuronen von Wistar-Ratten.''' Sie
schadigten die Zellen fiir 24 Stunden mit einem Sauerstoffentzug von unter 1 % O,. Im
Gegensatz zu unserem Versuchsautbau kiihlten sie die Neurone bereits wéihrend der hypoxischen
Schadigung auf 33 °C bzw. 30 °C und erzielten damit einen neuroprotektiven Effekt.
Bossenmeyer-Pouri¢ et al. konnten ebenfalls zeigen, dass moderate Hypothermie (32 °C)
primire Neuronen von Wistar-Ratten vor einer hypoxischen Schidigung schiitzt.”” Auch sie
kiihlten die Neuronen schon wihrend der 6-stiindigen Hypoxie und nicht posthypoxisch.
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse unserer und anderer Studien, dass moderate
Hypothermie neuronale Zellen vor Zelltod durch Hypoxie schiitzen kann.

Weder milde Hypoxie alleine, noch die darauffolgende Reoxygenierung fiihrten zu einer
Reduktion der Zellvitalitit in unserem Zellkulturmodell. Eine moderate Reduktion des
Sauerstoffgehalts scheint keine schidigende Wirkung auf humane SK-N-SH zu haben. Das
konnte daran liegen, dass es sich bei SK-N-SH-Zellen um eine Tumorzelllinie handelt.
Tumorzellen kénnen mitunter an ein vermindertes Sauerstoffangebot adaptiert sein. Es wére aber
auch  denkbar, dass neuronale Zellen eine voriibergehende Reduktion der
Sauerstoftkonzentration auf 8% grundsitzlich tolerieren konnen oder es zumindest nicht zu
vermehrtem Zellsterben kommt. In den Versuchen zu hypoxischer Prikonditionierung von
Parmar et al. wurden 6-Tage alte Ratten fiir 3 Stunden bei 8 % O, gehalten und im Anschluss
mehrere kortikale Regionen unter dem Mikroskop untersucht. Es konnten keine Unterschiede
beziiglich der Zellzahl und —morphologie im Vergleich zu den Hirnschnitten von Ratten gesehen
werden, die unter physiologische Sauerstoffkonzentrationen gehalten wurden.''?

Im néchsten Schritt haben wir analysiert, ob apoptotischer Zelltod an dem Zelluntergang durch
schwere Hypoxie (0,2 % O,) beteiligt ist und die Aktivierung von Caspase 3 untersucht. Es kam
zu keiner Aktivierung der Caspase 3 in unserem Zellkulturmodell nach hypoxischer Schadigung
und moderate Hypothermie hatte keinen Einfluss auf die Caspase-3-Regulation. Eine Annahme
wire, dass es sich bei dem Zelltod in unserem Zellkulturmodell nicht um Apoptose, sondern

ausschlieBlich um Nekrose handelt. Das wiirde im Gegensatz zu den Ergebnissen vieler anderer
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Studien stehen, die Apoptose als eine wichtige Form des Zelltodes durch hypoxische Schiddigung

P> Moglicherweise wurden falsche Zeitpunkte ausgewihlt, um die

identifizieren konnten.
Aktivierung der Caspase 3 zu untersuchen oder das Ausmal} der hypoxischen Schidigung war
nicht ausreichend, um Apoptose in humanen SK-N-SH zu initiieren. Takada et al. untersuchten
in einem Tiermodell mit neonatalen Ratten den Einfluss von perinataler Asphyxie auf Zelltod,

113 .
Dafiur wurden

Apoptose und der Aktivierung von Caspase 3 im Hippocampus der Tiere.
neonatale Ratten an ihrem ersten Lebenstag fiir 25 Minuten einer Anoxie (0 % O,) ausgesetzt
und anschlieend ihr Hirngewebe zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Obwohl sowohl
vermehrter Zelltod auch in Form von Apoptose mit mehreren Methoden nachweisbar war, kam
es nicht zu einer Aktivierung der Caspase 3. Sie schlussfolgern daraus, dass Zelltod infolge von
Anoxie in Neuronen des Hippocampus Caspase 3-unabhéngig ist. Auch bei der zuvor erwéhnten
Studie von Lehane et al. kam es zu keiner Spaltung von Procaspase 3 in priméren kortikalen

199 Es ist also auch denkbar,

Neuronen, die bis zu 72 Stunden einer Hypoxie ausgesetzt waren.
dass, abhingig von der Art und Lokalisationen der Neuronen, sowie vom Ausmal} der Hypoxie
und davon, ob es zusétzlich auch zu einem Glucoseentzug im Sinne einer Ischdmie kommt,
verschiedene Signalwege zum Zelltod in Form von Apoptose fiihren. Diese Fragen miissen in

zukiinftigen Studien weiter untersucht und beantwortet werden.

5.2 Einfluss von Hypoxie und Hypothermie auf den Metabolismus

Moderate Hypothermie reduzierte die metabolische Aktivitdt signifikant in unserem
Zellkulturmodell. Das gilt sowohl fiir nicht-geschiddigte SK-N-SH als auch fiir SK-N-SH, die
zuvor mit schwerer oder milder Hypoxie geschiddigt wurden. Dass Hypothermie den
Stoffwechsel verlangsamen und den Sauerstoff- bzw. Energie-Bedarf dadurch senken kann, ist in
der Literatur beschrieben. Hagerdal et al. und Laptook et al. zeigten, dass die Stoffwechselrate

um ca. 5 % pro 1 °C Temperatursenkung vermindert ist. *+%

Moderate Hypothermie fiir 24 bis
72 Stunden senkte in unserem Zellkulturmodell die Stoffwechselaktivitit um 14 — 28 %. Trotz
verminderter metabolischer Aktivitdit war der ATP-Gehalt in den SK-N-SH auch nach 72
Stunden moderater Hypothermie nicht reduziert, sondern entsprach dem normothermer Zellen.
Die Senkung der Temperatur fiihrt also lediglich zu einer Reduktion der Stoffwechselaktivitit,
wobei die Energiereserven auf physiologischem Niveau bleiben. Weder schwere noch milde

Hypoxie fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der metabolischen Aktivitit von humanen SK-
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N-SH-Zellen. Dennoch ist die MTT-Reduktion bei SK-N-SH, die mit schwerer Hypoxie
geschidigt wurden, tendenziell niedriger im Vergleich zur normoxischen Kontrolle oder durch
milde Hypoxie geschiddigten Neuronen. Die Unterschiede sind jedoch aufgrund hoher
Standardabweichungen nicht statistisch signifikant. SK-N-SH, die mit schwerer Hypoxie
geschédigt und anschlieend auf 33,5 °C gekiihlt wurden, zeigen dariiber hinaus tendenziell die
geringste metabolische Aktivitit. Wang et al. schadigten primére kortikale Neuronen von Ratten
mit einer 12- bzw. 24-stiindigen Hypoxie (0 % O) und fanden nach einer 24-stlindigen
Reoxygenierung eine signifikant niedrigere MTT-Reduktion in den geschéddigten Neuronen im
Vergleich zur normoxischen Kontrollgruppe.''* Ahnliche Ergebnisse erzielten auch
Bossenmeyer-Pourié et al. in einer Kultur aus priméren, ebenfalls von Ratten abstammenden
Neuronen.” Die metabolische Aktivitit von SK-N-SH-Zellen scheint weniger vulnerabel auf
eine hypoxische Schidigung zu reagieren als primédre Neuronen.

Dariiber hinaus wurde untersucht, inwiefern der ATP-Gehalt der SK-N-SH von schwerer
Hypoxie und anschlieBender Kiihlung beeinflusst wird. Schwere Hypoxie fiir 24 Stunden fiihrte
zu einer signifikant niedrigeren ATP-Konzentration in den Neuronen. Der ATP-Gehalt war um
47 % niedriger als in der normoxischen Kontrollgruppe. Nach einer 24-stlindigen
Reoxygenierung war der ATP-Gehalt wieder anndhernd so hoch wie in der Kontrollgruppe.
Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Lehane et al. in der in 5.1. erwihnten Studie.'” Sie
schddigten SK-N-SH und haben nach 24 Stunden Hypoxie eine signifikant reduzierte ATP-
Konzentration gemessen. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen geschidigten
gekiihlten und nicht-gekiihlten SK-N-SH hinsichtlich ihres ATP-Gehaltes in unserem
Zellkulturmodell, auch wenn tendenziell der ATP-Gehalt in allen hypothermen Gruppen héher

war als in den normothermen Gruppen.

5.3 Einfluss von Hypoxie und Hypothermie auf die Zellmorphologie

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde der Einfluss von Hypoxie und Hypothermie
auf die Zellmorphologie untersucht. Hypothermie fiihrte zu leichten morphologischen
Verianderungen. Neben den reguldren Neuronen mit kleinem Soma und dentritischen Auldufern,
sind auch Zellen mit gréeren Somata zu sehen gewesen. Milde Hypoxie flihrte zu einer leichten
Vergroflerung der Zellsoma der SK-N-SH, dabei waren keine morphologischen Unterschiede

zwischen normo- und hypothermen Neuronen festzustellen. Insgesamt sind die Verdnderungen
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als moderat zu bezeichnen. Im Gegensatz dazu erscheint die Zellmorphologie von SK-N-SH, die
einer schweren Hypoxie ausgesetzt waren, in der Nachbeobachtung nach 72 Stunden deutlich
verdndert. Die Zellsomata der SK-N-SH wirkten stark geschwollen. Das Zellvolumen und
intrazelluldre osmotische lonenkonzentrationen spielen eine zentrale Rolle fiir verschiedene
zelluldre Prozesse und werden unter physiologischen Bedingungen streng reguliert, um eine

normale Zellfunktion aufrecht zu erhalten.'’

Unter hypoxischen Bedingungen kommt es zu
zahlreichen zelluldren Verdnderungen, wie in 1.2.2 und 1.2.3 beschrieben, die zu einer
intrazelluliren Akkumulation von Calcium- und Natriumionen fithren. Dabei kommt es
konsekutiv zum Wassereinstrom in die Zellen und zur Zunahme des Zellvolumens, was als
Zellschwellung bezeichnet wird.''® In der Phase der Reoxygenierung wird dieser Prozess durch
oxidativen Stress und die Produktion von ROS und Superoxiden weiter begiinstigt.''> Wihrend
Gliazellen bei akutem osmotischen Stress ihr Zellvolumen {iber verschiedene lonentransporter
regulieren konnen, scheinen Neuronen nicht dazu in der Lage zu sein und es kommt zum

Zelluntergang.''"""

Die morphologischen Verdnderungen der SK-N-SH durch schwere Hypoxie
werden durch Zellschwellung bei osmotischem Stress verursacht. Werden SK-N-SH nach
schwerer Hypoxie fiir 72 Stunden mit TH behandelt, sind die Zellsomata zwar ebenfalls
vergroBert, jedoch in geringerem Malle als normotherme geschidigte SK-N-SH. TH konnte die
morphologischen Verdnderungen und damit den osmotischen Stress der Neuronen sichtlich
reduzieren und, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der LDH- und NSE-Ausschiittung,
den Zelluntergang durch Hypoxie und Reoxygenierung verhindern. Auch in der bereits zuvor
beschriebenen in vivo-Studie von Takada et al. bei der neonatale Ratten flir 25 Minuten einer
Anoxie ausgesetzt und im Anschluss die Gewebe analysiert wurden, wurden morphologische
Verianderungen in Form einer somatodendritischen Schwellung von Neuronen des Hippocampus

im Elektronenmikroskop beobachtet.'"?

5.4 Regulation von Kalteschockproteinen

5.1 Regulation von RBM3

Wir konnten in unserem Zellkulturmodell zeigen, dass moderate Hypothermie (33,5 °C) fiir 24,
48 oder 72 Stunden zu einer Erhohung der Expression von RBM3 sowohl auf Transkriptions- als
auch auf Translationsebene fiihrt. Auch wenn die Unterschiede nicht zu allen Zeitpunkten

statistisch signifikant waren, ist die Tendenz auch in allen Versuchsgruppen eindeutig. Die
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Uberexpression von RBM3 war sowohl in SK-N-SH-Zellen, die zuvor schwer oder mild
hypoxisch geschiddigt wurden, als auch in ungeschédigten SK-N-SH-Zellen, die ausschlielich
gekiihlt wurden, zu beobachten. Danno et al. beschrieben als erste die temperaturabhingige

3 Sie beobachteten einen

Regulation von RBM3 in verschiedenen humanen Geweben.®
maximalen Anstieg der RBM3-mRNA-Expression schon nach 18 Stunden moderater
Hypothermie (32 °C). Eine Hochregulierung von RBM3 durch moderate bis milde Hypothermie
in neuronalen Gewebe, wie in unserem Zellkulturmodell, haben auch Chip et al. und Tong et al.
feststellen konnen.®™'” Chip et al. zeigten eine erhéhte RBM3-mRNA und Proteinexpression
nach 72-stlindiger moderater Hypothermie (32 °C) in hippocampalen Hirnschnitten von Méusen
und ein Anstieg von RBM3-Transkripten in primédren Neuronen nach 24-stiindiger moderater
Hypothermie. Wir zeigten in einer fritheren Arbeit eine erhohte Expression von RBM3-
Transkripten und —Protein nach 24- bzw. 48-stiindiger milder Hypothermie (33,5 °C) in
hippocampalen Hirnschnitten von Méusen, HT-22-Neuronen und einer Co-Kultur aus HT-22-
Neuronen und BV-2-Mirkogliazellen.'” Unsere Ergebnisse stehen folglich in Ubereinstimmung
mit anderen Forschungsarbeiten, die eine Induktion von RBM3 auf Transkriptions- und auf
Translationsebene durch moderate bis milde Hypothermie feststellen konnten. Im Gegensatz
dazu konnten wir eine Induktion von RBM3 durch schwere oder milde Hypoxie, wie Wellmann
et al. sie zeigten, nicht reproduzieren.*® Bei den von ihnen verwendeten Zelllinien handelte es
sich jedoch nicht um Neuronen, sondern um Zellen epithelialen, hepatischen und lymphatischen
Ursprungs. Ein weiterer Unterschied in ihren Experimenten ist, dass den Zellen nicht nur
Sauerstoff, sondern auch Glucose entzogen wurde. Moglicherweise fiihrt nur die Kombination
von Hypoxie und Substratentzug zu einer Induktion von RBM3. Trollmann et al. untersuchten
die Regulation verschiedener Gene nach einer systemischen Hypoxie (6 % O fiir 6 Stunden) in
der spiten Schwangerschaft in Miusen.'” Sie fiihrten dafiir eine Microarray-Analyse von
Gewebeproben der maternalen Plazenta und der Gehirne der Feten durch. Dabei kamen sie zu
dem Ergebnis, dass RBM3-Genexpression in fetalen Hirnen von Méusen nach Hypoxie nicht
erhoht, sondern sogar reduziert ist. Gleiches lieB sich auch in den Gewebeproben der Plazenta
beobachten. Diese Differenzen in den Ergebnissen der verschiedenen Studien lassen vermuten,
dass sich die Regulation der Expression von RBM3 durch Hypoxie in Neuronen moglicherweise
von der in nicht-neuronalen Zellen unterscheidet bzw. dass eine zusitzliche Schiadigung
beispielsweise in Form eines Glucoseentzugs vorliegen muss, um eine Induktion von RBM3 zu
erzielen. Um zu einem abschlieBenden Ergebnis zu kommen, sind weitere Experimente

notwendig.
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Die Ergebnisse einiger Studien zu RBM3 implizieren, dass RBM3 ein wichtiger Mediator der
Neuroprotektion durch moderate Hypothermie ist.***"'*! Auch wenn die RBM3-Expression bei
Absenkung der Temperatur auf 33,5 °C ansteigt und moderate Hypothermie humane SK-N-SH
vor Zelltod schiitzt, ist dieser Zusammenhang mit unseren Experimenten nicht eindeutig zu
beweisen. Um diese Frage abschlieBend zu beantworten, miissen weitere Versuche,
beispielsweise in Form eines siRNA-induzierten Ausschaltung des RBM3-Gens, in Zukunft

erfolgen.

5.4.2 Regulation von CIRP

Moderate Hypothermie fiir 48 Stunden fiihrte in ungeschidigten SK-N-SH zu einer signifikant
erhohten CIRP-Proteinexpression und einer erhohten Expression von CIRP-mRNA, auch wenn
diese Erhohung bei geringer Stichprobengrofle knapp das Signifikanz-Niveau verpasste (p =
0,0683). Eine Induktion von CIRP auf Transkriptionsebene durch moderate Hypothermie (32
°C) wurde zuerst von Danno et al. beschrieben.* Sie beobachteten die hichste Expression nach
12 bis 18 Stunden. Nishiyama et al. konnten die temperaturabhidngige Regulation von CIRP in
verschiedenen humanen Zelllinien zeigen.'** Auch Xue et al. und Wellmann et al. beobachteten,

84123 Moderate

dass moderate Hypothermie zu einer vermehrten CIRP-Expression fiihrt.
Hypothermie fiir 24, 48 oder 72 Stunden nach schwerer oder milder 24-stiindiger Hypoxie fiihrte
tendenziell auch zu einer Hochregulierung von CIRP, sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Translationsebene. Die Daten waren jedoch aufgrund einer hohen Standardabweichung zum
GroBteil nicht statistisch signifikant und die Erhéhung der Expression nicht so stark wie bei
RBM3. Bei Liu et al. kam es in einem Maus-Tiermodell nach Ischdmie mittels Gefdverschluss
und darauffolgender 2-stiindiger moderater Hypothermie (30 °C % 2°C) zu einer Erh6hung der
CIRP-Transkripte in Gewebeproben der Gehirne.'** Sie stellten dariiber hinaus fest, dass eine
vorangegangene Ischidmie die Induktion von CIRP durch moderate Hypothermie verzogert.
Insgesamt sprechen die Daten dafiir, dass CIRP durch postischamische milde oder moderate
Hypothermie induziert wird, dabei scheint jedoch die Hohe und Kinetik dieser Regulation von
der Ischdmie bzw. Hypoxie beeinflusst zu werden. Schwere oder milde Hypoxie fiir 24 Stunden
hatte keinen Einfluss auf die Regulation von CIRP in unserem Zellkulturmodell. Wie bereits fiir
RBM3 beschrieben, konnten Wellmann et al. auch eine Induktion von CIRP nach 24-stiindiger
milder (8 % O;) oder schwerer Hypoxie (I % O) in Hepatozyten, Epithelzellen und
lymphatischen Zellen zeigen.** Sie entzogen den Zellen zusitzlich Glucose wihrend der
Hypoxie, so dass moglicherweise nur die Kombination von Sauerstoff- und Susbtratentzug und

nicht eine Hypoxie allein die Regulation von CIRP beeinflusst. In dem zuvor beschriebenen
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Tiermodell von Liu et al. kam es 24 Stunden postischdmisch ebenfalls zu einer signifikanten
Erhéhung der CIRP-mRNA-Expression.'>* Zhou et al. untersuchten auch die CIRP-Regulation
nach Ischdmie durch Gefd3verschluss in einem Maus-Tiermodell und kamen zu einem &hnlichen
Ergebnis: die CIRP-Gen- und Proteinexpression war 30 und 48 Stunden postischdmisch

erhoht. '

Dariiber hinaus konnten sie eine Erhohung von CIRP-Transkripten und -Protein in
murinen BV-2-Mikrogliazellen nach einer 20- bzw. 30-stiindigen Hypoxie (1 % O,) ohne
zusitzlichen Glucoseentzug sehen. Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse der Studien von Xue et
al. und De Leeuw et al. Xue et al. untersuchten die CIRP-mRNA-Expression in einem Ratten-

123 In Zellen aus dem Cortex der Tiere

Tiermodell nach einer Ischdmie durch GefdB3verschluss.
kam es 3 und 6 Stunden nach der Ischdmie zu keiner verdanderten Expression von CIRP-mRNA,
in Zellen des Hippocampus sogar zu einer verminderten Expression. In den Versuchen von De
Leeuw et al. hatte oxidativer Stress, wie er bei einer hypoxischen Schadigung typisch ist, keinen
Einfluss auf die CIRP-Expression in verschiedenen nicht-neuronalen Zelllinien, dafiir
beobachteten sie eine Migration von CIRP in Stressgranula.'”® Zusammengefasst gibt es mehrere
mogliche Erkldrungen fiir die Differenzen in den Ergebnissen der verschiedenen Studien.
Moglicherweise fithrt Hypoxie ohne zusétzlichen Substratentzug, wie es bei einer Ischdmie der
Fall ist, in Neuronen nicht zu einer vermehrten CIRP-Expression. Die Regulation von CIRP
durch Hypoxie in Neuronen, dhnlich wie bei RBM3, konnte sich von der in nicht-neuronalen
Gewebe unterscheiden. Eine andere mogliche Erklirung fiir die Differenzen wére, dass es nur zu
bestimmten Zeitpunkten und fiir einen begrenzten Zeitraum zu einer vermehrten CIRP-
Expression nach Ischdmie oder Hypoxie kommt. Diese Fragen lassen sich in unserem

Zellkulturmodell nicht abschlieBend beantworten und miissen in zukiinftigen Studien weiter

untersucht werden.

5.5 Unterschiede in Priméiren Neuronen

Zur Validierung der in der Zellkultur mit humanen SK-N-SH-Zellen erzielten Ergebnisse und
um Besonderheiten und Unterschiede des Einflusses von Hypoxie und moderater Hypothermie
auf kortikale Neuronen in der Perinatalzeit zu untersuchen, wurden einige Experimente in einer
Kultur aus primédren murinen Neuronen wiederholt. Dabei wurde eine Schidigung der primiren
Neuronen mit milder Hypoxie (8 % O2 fiir 24 Stunden) gewihlt, in der Annahme, dass sie

vulnerabler gegeniiber einem Sauerstoffentzug seien als die zuvor verwendete Tumorzelllinie.
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In der Tat konnte gezeigt werden, dass die priméren Neurone durch milde Hypoxie verzogert
durch einen Reoxygenierungsschaden geschidigt werden und eine erhohte Zelltodrate haben,
auch wenn die Daten bei hohen Standardabweichungen nicht signifikant waren. Posthypoxische
TH fiir 24 oder 48 Stunden konnte diesen Schaden jedoch nicht reduzieren und hatte keinen
protektiven Effekt. Im Gegensatz zu dem Kulturmedium der Zelllinien enthielt das Medium der
primdren Neurone das Ergénzungsmittel B27, das einen Antioxidanzien-Mix mit reduziertem
Glutathion und Superoxid-Dismutase enthélt. Die hypoxische Schidigung durch oxidativen
Stress und die Produktion von ROS, vor allem wéhrend der Reoxygenierungsphase, ist daher
vermutlich abgeschwécht und moglicherweise wurde der vermeintliche neuroprotektive Effekt
von TH durch diesen zusitzlichen Schutz maskiert. Es war keine signifikante Erh6hung der
RBM-mRNA-Expression durch milde Hypoxie zu sehen. TH fiir 24 Stunden und fiir 48 Stunden
nach hypoxischer Schidigung fiihrte zu einer signifikanten Induktion der RBM3-mRNA-
Expression, wie schon zuvor in den Versuchen mit humanen SK-N-SH-Zellen zu beobachten
war. Die temperaturabhidngige Regulation von RBM3 konnte damit erneut gezeigt werden.
Insgesamt bedarf es weiterer Experimente mit optimierten Methoden und hdheren Fallzahlen in
primdren Neuronen, um die Fragestellungen dieser Arbeit und dariiber hinaus unter

Beriicksichtigung der Besonderheiten von Neuronen in der Perinatalphase zu beantworten.

5.6 Limitationen des Zellkulturmodells

Die Versuche dieser Arbeit wurden zum Grofteil in einem Zellkulturmodell aus humanen SK-N-
SH-Zellen untersucht. Neben Vorteilen, die eine Zellkultur gegeniiber einem in vivo-Modell hat,
wie zum Beispiel kontrollierte Versuchsbedingungen und die Moglichkeit zur Verwendung
humaner Gewebe, werden systemische Einfliisse oder organspezifische Aspekte nicht erfasst.
Die Inflammationsreaktion, die in vielen Studien beschrieben und mal3geblich an der Schadigung
durch Hypoxie beteiligt ist, wird im Zellkulturmodell durch das Fehlen von immunkompetenten
Zellen nicht beachtet. Auch die Rolle von Gliazellen, die, wie in 1.2.2 beschrieben, in den
zelluldren Signalkaskaden bei Sauerstoffentzug und Reoxygenierung involviert sind und den
Ionen- und Transmitterhaushalt von Neuronen in groem Male beeinflussen, kann in unserem
Zellkulturmodell nicht beriicksichtigt werden. Weiterhin ist zu beachten, dass es sich bei den
SK-N-SH um eine Neuroblastom-Tumorzelllinie handelt, die zwar viele FEigenschaften

neuronaler Zellen besitzt und ein etabliertes Modell zur Untersuchung von Neurotoxizitit ist,
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jedoch auch wesentliche Unterschiede beziiglich Proliferation, Zelltod und Metabolismus, sowie

105
In unseren

Vulnerabilitdt bei Hypoxie im Vergleich zu nicht-tumordsen Neuronen aufweist.
Experimenten wurden Kiihlungszeiten verwendet und Uberlegungen untersucht, die sich auf
Schadigung und Neuroprotektion bei perinataler Asphyxie beziehen. SK-N-SH-Zellen haben
nicht die Eigenschaften von Neuronen in der Perinatalphase, so dass besondere Aspekte und
Unterschiede in dieser Entwicklungsphase nicht beriicksichtigt werden konnten. Aus diesem

Grund wurden einige Versuche mit einer Zellkultur aus primédren Neuronen wiederholt.

5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Mit Hilfe des Zellkulturmodells mit humanen SK-N-SH konnte gezeigt werden, dass moderate
Hypothermie nach schwerer Hypoxie neuronale Zellschddigungen abschwichen kann. Dieser
neuroprotektive Effekt durch Herabsenkung der Temperatur wird klinisch zur Therapie der
perinatalen Asphyxie bei Neugeborenen, sowie nach Kreislaufstillstand und erfolgreicher
Reanimation bei Erwachsenen genutzt. >'!

Die zelluldren und molekularen Mechanismen, die therapeutischer moderater Hypothermie
unterliegen, sind jedoch nicht vollstindig wuntersucht und verstanden. In unserem
Zellkulturmodell konnten wir eine temperaturabhéngige Regulation der Kaélteschockproteine
RBM3 und teilweise CIRP auf Transkriptions- und Translationsebene zeigen. Sie konnten
wichtige Schliisselproteine in der zelluldren Signalkaskade der Neuroprotektion durch moderate
Hypothermie sein. Bisher liegen wenige Daten zur Regulation und Funktion dieser beiden
Proteine vor. Weitere Experimente, zum Beispiel ein siRNA-knockout von RBM3 und CIRP,
sollten die Rolle der Kilteschockproteine bei Kiihlung untersuchen. Fraglich bleibt auch die
genaue Regulation und Funktion von RBM3 und CIRP durch Hypoxie. In unseren Experimenten
konnte keine Regulation der Kélteschockproteine durch milde oder schwere Hypoxie beobachtet
werden und die Ergebnisse anderer Studien sind zum Teil uneinheitlich, so dass diese Frage
nicht abschlieBend beantwortet werden kann und in weiteren Experimenten untersucht werden
sollte, um die Funktion von RBM3 und CIRP vollstindig zu verstehen. Insgesamt sollte auch in
Zukunft die Grundlagenforschung wichtiger Bestandteil der Erforschung von therapeutischer
Hypothermie sein. Neben zelluldren und molekularen Mechanismen sind auch viele Fragen
beziiglich der Zieltemperaturen und der Rolle der Wiedererwdrmung nicht ausreichend

untersucht und beantwortet. Therapeutische Hypothermie sollte dariiber hinaus mit seinem
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neuro- bzw. zellprotektiven Potential auch in anderen klinischen Fragestellungen und in

experimentellen Studien als mogliches Behandlungskonzept Gegenstand der Forschung werden.
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