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I. Abkürzungsverzeichnis 

AIF  Apoptosis inducing factor 

AP-1   Activator protein 1 

ATP  Adenosintriphosphat 

Bax  Bcl-2-associated X protein  

Bcl-2  B-cell lymphoma 2 

cDNA  Complementary DNA 

CIRBP   Cold-inducible RNA-binding protein  

CsA  Cyclosporin A 

Cyto C  Cytochrom C  

DAMP   Damage-associated molecular pattern 

DIV  Days in vitro 

GAPDH  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HMGB1  High mobility group box 1    

Hsp70  Heat shock protein 70 

Iba1   Ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IL-6  Interleukin-6 

IL-1β  Interleukin-1 beta 

iNOS  Inducible nitric oxide synthase 

I/R  Ischämie/Reperfusion 

LC3  Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 

LDH  Laktatdehydrogenase 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase 

MCP1  Monocyte chemotactic protein 1 

mPTP  Mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore 

NFAT  Nuclear factor of activated T-cells 

NF-κB   Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

OGD  Oxygen-Glucose-Deprivation 

OGD/R  OGD und Reperfusion 

OHSC  Organotypische hippocampale Schnittkulturen 

PLL  Poly-L-Lysin 

PI  Propidiumiodid 

RBM3  RNA-binding motif protein 3  

RT-qPCR Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction 

TH  Therapeutische Hypothermie 

TLR  Toll-like receptor 

TNF-α  Tumor necrosis factor-alpha  

TGF-β1  Transforming growth factor-beta1 

TTM   Targeted temperature management 

ZNS  Zentrales Nervensystem 
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1 Zusammenfassung 

1.1 Abstrakt – Deutsch  

Hypoxisch-ischämische Ereignisse, die beispielsweise durch Herzkreislaufstillstand oder Schlaganfall 

verursacht werden, führen zu schwerer Zellschädigung. Das Absenken der Körpertemperatur stellt dabei 

eine effektive Methode zum Schutz vor Ischämie- und Reperfusionsschädigung im Gehirn und Herzen 

dar. Die genauen protektiven Mechanismen sind jedoch noch nicht vollständig verstanden. Intrazerebral 

kann Hypothermie einen Ischämie-induzierten Zelltod reduzieren und die dadurch hervorgerufene 

Neuroinflammation beeinflussen. Ähnliche neuroprotektive Eigenschaften werden durch die Applikation 

des Immunsuppressors Cyclosporin A (CsA) diskutiert. 

In der ersten Studie wurde der Einfluss der Hypothermie, der Behandlung mit CsA sowie die 

Kombination beider Interventionen nach einstündiger Sauerstoff-Glukose-Deprivation, gefolgt von 24-

stündiger Reperfusion (OGD/R) in murinen BV-2 Mikroglia, primären Neuronen und organotypischen 

hippocampalen Schnittkulturen (OHSC) untersucht. Die postischämische Kühlung auf 33,5 °C reduzierte 

den Zelluntergang von OGD-geschädigten OHSC und konnte die Aktivierung der BV-2 Mikroglia 

mindern. Die Behandlung mit 10 µM CsA reduzierte die Expression von IL-1β und Iba1 in BV-2 

Mikroglia, hatte jedoch einen toxischen Effekt auf OGD-geschädigte primäre Neurone und OHSC. Eine 

Kombination beider Interventionen hatte keinen zusätzlichen Effekt auf BV-2 Mikroglia und primäre 

Neurone, führte allerdings in OGD/R-geschädigten OHSC zu einer gesteigerten Inflammation gemessen 

durch die Induktion der TNF-α, MCP1, IL-6 und Iba1 Genexpression. 

 Angelehnt an das Protokoll für Kühlung nach perinataler Asphyxie wurde in der zweiten Studie der 

Effekt einer bis zu 72-stündigen Kühlung nach einer 24-stündigen, schweren (0,2 % O2) oder moderaten 

(8 % O2) Hypoxie untersucht. Schwere Hypoxie führte zum Zelluntergang in der humanen neuronalen 

Zelllinie SK-N-SH, welcher durch die Kühlung auf 33,5 °C reduziert wurde. Gleichzeitig wurde die 

Expression des Kälteschockprotein RBM3 unter Kühlung erhöht. Somit stellt die RBM3-Expression 

einen möglichen, durch Hypothermie vermittelten Schutz bei Hypoxie-geschädigten neuronalen Zellen 

dar. 

In der dritten Studie wurde am Modell eines Myokardinfarkts der Effekt einer intraischämischen 

Kühlung in OGD/R-geschädigten murinen HL-1 Kardiomyozyten untersucht. Die Zellen wurden 

innerhalb der sechsstündigen OGD-Phase und in der Reperfusion für insgesamt 24 Stunden auf 33,5 °C 

gekühlt. Hypothermie erhielt die Integrität der mitochondrialen Membran und verhinderte dabei die 

Ausschüttung von AIF und Cyto C, induzierte das antiapoptotische Hsp70, erhöhte das Bcl-2/Bax 

Verhältnis und die LC3-II Expression. Der Einsatz früher Hypothermie führte somit zum Schutz der 

Herzmuskelzellen vor intrinsischer Apoptose und aktivierte zudem protektive Autophagiemechanismen.  
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Zusammenfassend wurden durch die Studien weitere zugrunde liegende, protektive Mechanismen 

der Hypothermie bei Ischämie- und Reperfusionsschädigung aufzeigt. Zudem wurde in der Arbeit 

erstmalig beschrieben, dass die Kombinationstherapie aus Hypothermie und CsA-Behandlung in 

komplexen Gewebekulturen nicht neuroprotektiv wirkt, sondern eine Neuroinflammation induziert. 

1.2 Abstract – Englisch  

Hypoxic-ischemic events occur as a result of cardiac arrest or stoke can lead to severe cell damage. Cell 

death in the brain and heart after ischemia and reperfusion damage is most effectively reduced by 

hypothermia, but the underlying protective mechanisms are not yet fully understood. However, the 

neuroinflammatory response induced by ischemic cell death is a major secondary injury mechanism that 

has been shown to be attenuated by hypothermia. Similar neuroprotective properties of the 

immunosuppressor cyclosporin A (CsA) are also discussed.  

In the first study, we investigated the effects of hypothermia, treatment with CsA, and a combined 

treatment of both interventions on oxygen-glucose deprived and reperfused (OGD/R) murine BV-2 

microglia, primary neurons, and organotypic hippocampal slice cultures (OHSC). Post-ischemic cooling 

to 33.5 °C decreased OGD-induced cell death in OHSC, and reduced activation of BV-2 microglia. 

Treatment with 10 µM CsA reduced expression of IL-1β and Iba1 in BV-2 microglia, but was toxic in 

OGD–damaged neurons and OHSC. Combined treatment of post-ischemic cooling and CsA during 

OGD/R had no further effect on BV-2 microglia and primary neurons, but increased inflammation in 

OHSC by induced expression of TNF-α, MCP1, IL-6, and Iba1.  

According to clinical cooling guidelines after perinatal asphyxia, in the second study we investigated 

the neuroprotective effects of 72 hours long hypothermia and RBM3 expression by mild (8 % O2) and 

severe (0.2 % O2) hypoxia-induced injury in human SK-N-SH neuronal cells. Severe hypoxia followed by 

reoxygenation lead to cell death, which was reduced by cooling. Simultaneously, protein expression of 

RBM3 was upregulated by cooling. As a result, hypothermia induced RBM3 expression might be an 

important factor in rescuing hypoxic damaged neuronal cells.  

In the third study, we investigated the effects of intra-ischemic cooling on OGD/R damaged murine 

HL-1 cardiomyocytes as a model of cardiac arrest. Hypothermic treatment preserved mitochondrial 

membrane integrity and reduced releases of AIF and cytochrom C. Simultaneously, anti-apoptotic Hsp70, 

Bcl2/Bax-ratio, and autophagic LC3-II expressions were induced by cooling. Early application of 

hypothermia thereby protects the cardiomyocytes by inhibiting intrinsic apoptosis and activating 

protective autophagy mechanisms.   

In summary, we showed hypothermia-mediated mechanisms to protect cells from ischemia and 

reperfusion induced damage. Additionally, we described for the first time that combined hypothermia and 

CsA treatment in the complex slice cultures is not neuroprotective, but induces neuroinflammation that 

could result in increased neurotoxicity.    
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1.3 Einführung 

Hypoxisch-ischämische Ereignisse verursacht durch beispielsweise Herzkreislaufstillstand oder 

Schlaganfall führen zu schwerer Zellschädigung und sind der Hauptgrund für Morbidität und Mortalität 

weltweit [1]. Die Schädigung des Gewebes erfolgt zunächst durch die Unterbrechung der Versorgung 

während der Ischämiephase und anschließend durch die erneute Durchblutung und schnelle 

Wiederbereitstellung von Sauerstoff im Gewebe, der Reperfusion. Auf zellulärer Ebene beeinträchtigt die 

Schädigung durch Ischämie/Reperfusion (I/R) die gesamte Zellphysiologie. In der Phase der Ischämie 

kommt es durch einen gesteigerten anaeroben Metabolismus zu einer Senkung des pH-Werts, einer ATP-

Abnahme, dem Verlust des Membranpotenzials und zu Ionenkanal-Dysfunktionen. Ein gesteigerter 

Einstrom von Kalzium-Ionen in die Zelle führt zu einer zellulären Schwellung sowie zur Aktivierung von 

Proteasen und Endonukleasen, wodurch Apoptose, Autophagie und nekrotischer Zelltod ausgelöst werden  

können [2, 3]. Der Schaden in der Reperfusion wird ausgelöst durch die schnelle Wiederversorgung mit 

Sauerstoff, wodurch es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, der Öffnung der mitochondrialen 

Permeabilitäts-Transition-Pore (mPTP) und der Einleitung von mitochondrialer Dysfunktion kommt und 

somit die Induktion von nekrotischem oder apoptotischem Zelltod zur Folge hat [4]. 

Neben dem Zelluntergang durch I/R-induzierte Schädigung kann es im ischämischen Gewebe zu 

einer sterilen Inflammation kommen. Im Gegensatz zu einer durch Pathogene induzierten Inflammation, 

wird die sterile Inflammation durch Zellschädigung ohne Einwirkung von Pathogenen hervorgerufen. 

Schädigungsassoziierte molekulare Muster (damage-associated molecular pattern, DAMP), die von 

nekrotischen Zellen ausschüttet werden, binden an pattern-recognition-receptors (z.B. an toll-like 

Rezeptoren, TLR) benachbarter immunkompetenter Zellen und können dort eine Inflammationsreaktion 

auslösen und dadurch die Pathogenese von Gewebeschädigung verstärken [5-8]. 

Der therapeutische Einsatz der Kühlung nach I/R-induzierter Schädigung hat sich klinisch vor allem 

zum Schutz des Gehirns bewährt, da es das Organ mit der geringsten Ischämietoleranz darstellt. 

Mechanistisch konnte gezeigt werden, dass die Kühlung komplexe Abläufe der Zelle moduliert und I/R-

induzierten Schädigungen wie Ionen-Dysbalance, mitochondrialer Dysfunktion, oxidativem Stress, 

Inflammation, Exzitotoxizität und Apoptose entgegenwirken kann [9]. Im Rahmen der Kühlung ist die 

gezielte Temperaturkontrolle von großer Bedeutung. In einer Vielzahl klinischer Studien konnte gezeigt 

werden, dass das Herabsetzen der Körpertemperatur auf 32-34 °C nach einer perinatalen Asphyxie und 

hypoxisch-ischämischer Enzephalopathie bei Neugeborenen die Mortalität mindert und das neurologische 

Outcome der Kinder deutlich verbessert [10, 11]. Weiterhin kamen verschiedene Studien zu dem 

Ergebnis, dass die Kühlung auf 32-36 °C nach einem Herzkreislaufstillstand außerhalb des 

Krankenhauses die Überlebenschancen steigert und die neurologische Langzeitprognose verbessert, 

sodass die therapeutische Hypothermie unter anderem in die amerikanischen und europäischen 

medizinischen Leitlinien aufgenommen wurde [12-14]. Ebenso wurde gezeigt, dass Proteine der 

Kälteschockfamilie durch die Kühlung induziert werden und protektive Eigenschaften aufweisen [15, 16]. 
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Weitere klinische Studien zeigten, dass neben der Kühlung die gezielte Temperaturkontrolle (targeted 

temperature management, TTM) von großer Bedeutung ist. So konnte in einer klinischen, randomisierten, 

multizentrischen Studie, bei der die Patienten nach einer Reanimation auf 33 °C gekühlt wurden, kein 

Vorteil gegenüber der ebenfalls gekühlten Kontrollgruppe bei 36 °C gezeigt werden [17]. Daten aus 

präklinischen Nagetierstudien unterstützen zudem einen Einsatz von Kühlung als neuroprotektive 

Strategie nach Schlaganfall [18, 19]. Der klinische Einsatz von Hypothermie nach einem akuten 

ischämischen Schlaganfall ist derzeit jedoch noch umstritten. So wurde in einer klinischen Studie die 

Gefahr einer Pneumonie und eine Zunahme der Mortalität im Vergleich zur ungekühlten Gruppe 

festgestellt [20].    

Der Wirkstoff Cyclosporin A (CsA) wird derzeit als potentiell neuroprotektive Substanz erforscht 

und diskutiert. Klinisch wird CsA primär in der Transplantationsmedizin zur Suppression von T-Zellen 

verwendet. Intrazellulär bindet CsA an Cyclophilin A und inhibiert die Proteinphosphatase Calcineurin, 

welche die Immunantwort über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie dem nuclear factor of 

activated T cells (NFAT) induziert [21, 22]. Zusätzlich bindet CsA an Cyclophilin D und verhindert die 

Bildung einer mPTP, wodurch eine mitochondriale Dysfunktion und folglich Apoptose aufgehalten 

werden kann [23, 24]. 

 

Zielsetzungen 

Ziel der ersten Studie (Wowro et al. [25]) war es, den Einfluss der Kühlung und der CsA-Behandlung auf 

Vitalität und Neuroinflammation von I/R-geschädigten in vitro-Monokulturen von Neuronen und 

immunkompetenten Mikroglia zu untersuchen. Zusätzlich wurde das Protokoll auf komplexe 

organotypische hippocampale ex vivo-Schnittkulturen (OHSC) übertragen, da sich diese auf Grund von 

erhaltenen Gewebestrukturen und Zell-Zell-Verbindungen besser zur Untersuchung neuroprotektiver 

Strategien eignen [26]. Ein besonderer Schwerpunkt wurde dabei auf die durch simulierte I/R-induzierte 

sterile Inflammation und der damit einhergehenden Neuroinflammation gelegt. Der Einfluss der beiden 

putativ neuroprotektiven Behandlungen auf eine Neuroinflammation wurde hier nach aktuellem Wissen 

erstmalig beschrieben. In der zweiten Studie (Rosenthal et al. [27]) wurde die neuroprotektive Wirkung 

der Kühlung auf hypoxisch geschädigte neuronale Zellen und die Expressionskinetik des 

Kälteschockproteins RNA binding motif protein 3 (RBM3) untersucht. In der dritten Studie (Krech et al. 

[28]) wurde der Einfluss der intraischämischen Kühlung auf I/R-geschädigten Kardiomyozyten 

untersucht. Ein Fokus wurde hierbei auf den Einfluss der Hypothermie auf die mitochondriale 

Dysfunktion und Apoptose gelegt.   
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1.4 Material und Methodik 

Eine ausführliche Beschreibung der verwendeten Materialien und Methoden sind den jeweiligen 

Publikationen zu entnehmen. Eine Zusammenfassung der verwendeten Methoden wird im Folgenden 

dargestellt. 

1.4.1 Publikation 1: Die Kombination von Hypothermie und Cyclosporin A reduziert die 

Aktivierung von BV-2 Mikroglia, induziert jedoch eine Inflammation in 

Ischämie/Reperfusion-geschädigten hippocampalen Schnittkulturen [25] 

Es wurden murine BV-2 Mikroglia, primäre murine Neurone aus dem Kortex und dem Hippocampus (15. 

Embryonaltag) sowie murine organotypische hippocampale Schnittkulturen (OHSC, postnataler Tag 1-3) 

für die Experimente verwendet. Alle Zellmodelle wurden zunächst einer einstündigen, simulierten 

Ischämie in glukose- und serumfreiem Medium hypoxischen Bedingungen (0,2 % O2) bei 37 °C 

ausgesetzt. Anschließend erfolgte eine 24-stündige, simulierte Reperfusionsphase unter 

Wiederbereitstellung von Glukose, Serum und Sauerstoff (21 %) bei 37 °C oder 33,5 °C. Die Behandlung 

mit 1 oder 10 µM CsA erfolgte eine Stunde vor der Ischämie und wurde über die gesamte Dauer des 

Versuches aufrechterhalten (Abbildung 1).  

 

 

Abbildung 1. Zeit-Temperatur-Protokoll. Cyclosporin (CsA) wurde eine Stunde vor der einstündigen, simulierten Ischämie 
(Oxygen-Glucose-Deprivation, OGD) und der folgenden, 24-stündigen Reperfusion appliziert und über die Dauer des Versuchs 
belassen. Die Kühlung auf 33,5 °C erfolgte in der Reperfusionsphase. Zusätzlich zur Behandlungsgruppe bei 37 °C wurden 
Kontrollgruppen ohne OGD-Behandlung mitgeführt (modifiziert nach Wowro et al.[25]). 

 

Zur Bestimmung einer zytotoxischen Wirkung wurde je nach Modell die Laktatdehydrogenase (LDH) im 

Zellkulturüberstand bestimmt oder der Zelltod mittels Propidiumiodid (PI)-Färbung dargestellt. Von 

geschädigten Zellen ausgeschüttete DAMPs, wie heat shock protein 70 (Hsp70), high mobility group 

box 1 (HMGB1) und cold-inducible RNA-binding protein (CIRBP), wurden aus dem Zellkulturüberstand 

durch Trichloressigsäure-Fällung isoliert und mittels Western Blot-Analyse quantifiziert. Die Isolation 

der RNA erfolgte zum Ende des Experiments nach 24-stündiger Reperfusion, gefolgt von der reversen 

Transkription zu cDNA. Die Genexpression von interleukin-1 beta (IL-1β), tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α), Interleukin-6 (IL-6), monocyte chemotactic protein 1 (MCP1), inducible nitric oxide synthase 
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(iNOS), ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) und glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) wurde mit Hilfe des TaqMan® Genexpressionsassay an einem Real-Time 

PCR-System analysiert. Alle Ergebnisse wurden aus mindestens drei unabhängigen Versuchen 

gewonnen.   

1.4.2 Publikation 2: Neuroprotektion durch die Expression von RBM3 in humanen SK-N-SH 

Neuronen wird durch Hypothermie, aber nicht Hypoxie reguliert [27] 

Die humane Neuronenzelllinie SK-N-SH wurde für 24 Stunden einer moderaten (8 % O2) oder einer 

schweren Hypoxie (0,2 % O2) bei 37 °C ausgesetzt. Anschließend wurden die Zellen für weitere 24 bis 

72 h unter atmosphärischer O2-Konzentration (21 %) unter normothermen (37 °C) oder hypothermen 

(33,5 °C) Bedingungen kultiviert. Die Zytotoxizität wurde durch die Ausschüttung von LDH und der 

Neuronenspezifischen Endolase (NSE) im Zellkulturüberstand bestimmt. Strukturelle Veränderungen 

wurden mittels Immunfluoreszenzfärbungen mit βIII-Tubulin dargestellt. Durch die quantitative 

Bestimmung von ATP wurde die metabolische Aktivität der Zellen bestimmt. Zudem wurde die 

Expression des Kälteschockproteins RBM3 mittels quantitativer RT-PCR und durch eine Western Blot-

Analyse bestimmt. Alle Ergebnisse wurden aus mindestens drei unabhängigen Versuchen gewonnen. 

1.4.3 Publikation 3: Moderate therapeutische Hypothermie induziert protektive Mechanismen in 

Sauerstoff- Glukose-deprivierten und Reperfusion-geschädigten Kardiomyozyten [28] 

Die murine Kardiomyozyten Zelllinie (HL-1) wurde einer sechsstündigen, simulierten Ischämie in 

glukose- und serumfreiem Medium hypoxischen Bedingungen (0,2 % O2) ausgesetzt. Anschließend 

erfolgte eine 21-stündige, simulierte Reperfusionsphase unter Wiederbereitstellung von Glukose, Serum 

und Sauerstoff (21 %). Drei Stunden nach Beginn der Ischämie wurde eine Gruppe auf 33,5 °C gekühlt 

und für 24 h bei dieser Temperatur kultiviert. Die ungekühlte Kontrollgruppe wurde bei 37 °C kultiviert. 

Die mitochondriale Integrität wurde anhand der Ausschüttung vom apoptose inducing faktor (AIF) und 

cytochrom C (Cyto C) aus dem Mitochondrium ins Zytosol mittels Western Blot-Analyse bestimmt. Zum 

Nachweis einer mitochondrialen Dysfunktion wurden die Mitochondrien durch Mitotracker Red™ 

angefärbt und die Verteilung von Cyto C mittels Immunfluoreszenzfärbung visualisiert. Die Expression 

der antiapoptotischen Proteine B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) und Hsp70, des proapoptotischen Bcl-2-

associated X protein (Bax) sowie des Markers für Autophagie microtubule-associated protein 1A/1B-

light chain 3 (LC3-II) wurde mittels Western Blot analysiert. Alle Ergebnisse wurden aus mindestens vier 

unabhängigen Versuchen gewonnen.  
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1.5 Ergebnisse 

1.5.1 Publikation 1: Die Kombination von Hypothermie und Cyclosporin A reduziert die 

Aktivierung von BV-2 Mikroglia, induziert jedoch eine Inflammation in 

Ischämie/Reperfusion-geschädigten hippocampalen Schnittkulturen [25] 

Neben der therapeutischen Kühlung wird der immunsuppressive Wirkstoff CsA als potenziell 

neuroprotektive Substanz diskutiert. In dieser Studie wurde die Wirkung von CsA während einer 

simulierten I/R in vitro in murinen primären Neuronenkulturen, in BV-2 Mikroglia und in ex vivo 

murinen OHSC untersucht. Zusätzlich wurde der Einfluss der post-ischämischen Kühlung auf 33,5 °C 

untersucht.  

Der einstündige Entzug von Sauerstoff und Glukose (Oxygen-Glucose-Deprivation, OGD) führte in 

keinem der untersuchten Zellmodelle zum Anstieg des Zelltodmarkers LDH im Zellkulturüberstand. Bei 

gleichzeitiger Behandlung mit 10 µM CsA wurde signifikant mehr LDH von den primären Neuronen 

unter OGD und Normoxie und bei den OHSC unter OGD-Bedingungen freigesetzt, jedoch nicht in den 

BV-2 Mikroglia (Abbildung 2 A/B/C). 

 

Abbildung 2. Laktatdehydrogenase (LDH)-Nachweis im Zellkulturüberstand von (A) BV-2 Mikroglia, (B) primären Neuronen 
und (C) organotypischen hippocampalen Schnittkulturen (OHSC) unter Kontrollbedingungen (Normoxie, 21 % O2) und nach 
einstündiger, simulierter Ischämie (Oxygen-Glucose-Deprivation, OGD) bei 37 °C, sowie nach 24-stündiger, simulierter 
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (Normoxie/R) und OGD/R (1 h OGD+ 24 h Reperfusion) in (D) BV-2 Mikroglia und 
(E) primären Neuronen. Alle Cyclosporin A (CsA)-Gruppen wurden für eine Stunde vorbehandelt. Daten aus n= 3-6 
unabhängigen Experimenten sind als Box-Whiskers-Plots dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mittels einseitiger 
ANOVA mit anschließendem Tukey post-hoc-Test berechnet und sind mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (im Vergleich zu 
Normoxie, 37 °C) und mit #p<0,05 (im Gruppenvergleich) gekennzeichnet (modifiziert nach Wowro et al. [25]).    
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Anschließend an die OGD-Phase erfolgte die simulierte Reperfusion bei 37 °C oder 33,5 °C. In den BV-2 

Mikroglia war nach OGD/R kein Anstieg an LDH verglichen mit der Kontrollgruppe (Normoxie/R) 

messbar. Bei gleichzeitiger Behandlung mit CsA kam es jedoch zu einem signifikanten, 

konzentrationsabhängigen Anstieg des LDH in den Normoxie/R- sowie den OGD/R-Gruppen unter 

37 °C. Die Kühlung auf 33,5 °C verminderte den Zelltod tendenziell (Abbildung 2 D). Im Gegensatz dazu 

wurde signifikant mehr LDH nach der OGD/R in den primären Neuronen ausgeschüttet. Weder die 

Behandlung mit CsA noch die Kühlung auf 33,5 °C hatten einen zusätzlichen Einfluss auf den Zelltod 

(Abbildung 2 E). Aufgrund hoher Serumkonzentrationen im OHSC-Vollmedium war keine LDH-

Bestimmung möglich. Alternativ zeigte die Färbung für den Zelltod einen Anstieg PI-positiver Zellen 

durch OGD/R, welche durch Kühlung auf 33,5 °C tendenziell vermindert wurde. Bei gleichzeitiger CsA-

Behandlung war jedoch kein Unterschied zu den OGD/R-Gruppen zu erkennen (Abbildung 3).    

 
Abbildung 3. Propidiumiodid (PI)-Färbung organotypischer hippocampaler Schnittkulturen (OHSC). OHSC wurden unter 
Kontrollbedingungen (Normoxie/R 1 h+ 24 h) oder simulierter Ischämie+ Reperfusion (1 h OGD+ 24 h Reperfusion; OGD/R) 
bei 37 °C oder 33,5 °C kultiviert und anschließend mit PI gefärbt. Die Cyclosporin A (CsA)-Gruppen wurden für eine Stunde 
vorbehandelt. DG: Gyrus Dentatus, CA1|3: cornu ammonis1|3. Exemplarische, fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen unter 40-
facher Vergrößerung (modifiziert nach Wowro et al.[25]). 

 

Nekrotischer Zelltod geht einher mit der Dissoziation der Zellmembran und Ausschüttung löslicher 

intrazellulärer Bestandteile. Daher wurden im nächsten Schritt extrazelluläre Proteine im 

Zellkulturüberstand nach der OGD-Phase isoliert und die Menge an Inflammation auslösenden DAMPs 

mittels Western Blot-Analyse quantifiziert. Korrelierend mit den LDH-Daten konnte kein signifikanter 

Anstieg an extrazellulären Hsp70 und HMGB1 in BV-2 Mikroglia detektiert werden (Abbildung 4 A/B). 

Jedoch war ein signifikanter Anstieg von extrazellulären Hsp70 und HMGB1 in primären Neuronen nach 
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OGD +10 µM CsA im Vergleich zur Normoxie-Kontrollgruppe sowie zu den OGD-Gruppen 

nachweisbar (Abbildung 4 C/D/E). Die untersuchten extrazellulären Proteine in den OHSC sowie CIRBP 

in den BV-2 Mikroglia waren mittels Western Blot-Analysen nicht nachweisbar.  

 

Abbildung 4. Western Blot-Analysen von heat shock protein 70 (Hsp70), high mobility group box 1 (HMGB1) und cold- 

inducible RNA-binding protein (CIRBP) aus dem Zellkulturüberstand von (A-B) BV-2 Mikroglia und (C-E) primären Neuronen 
unter Kontrollbedingungen (Normoxie, 21 % O2) und nach einstündiger, simulierter Ischämie (Oxygen-Glucose-Deprivation, 
OGD) bei 37 °C. Alle Cyclosporin A (CsA)-Gruppen wurden für eine Stunde vorbehandelt. Daten aus n= 5-6 unabhängigen 
Experimenten sind als Box-Whiskers-Plots dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mittels einseitiger ANOVA mit 
anschließendem Tukey post-hoc-Test berechnet und sind mit **p<0,01, ***p<0,001 (im Vergleich zu Normoxie, 37 °C) und mit 
#p<0,05 (im Gruppenvergleich) gekennzeichnet (modifiziert nach Wowro et al.[25]).    

 

Von nekrotischen Zellen ausgeschüttete DAMPs können eine Inflammationsreaktion in benachbarten 

Zellen auslösen. Daher wurde die Genexpression von Inflammation- und Aktivierungs-assoziierten 

Proteinen in den immunkompetenten BV-2 Mikroglia, den OHSC, aber auch in den primären Neuronen 

nach der Reperfusionsphase untersucht. 

In den BV-2 Mikroglia war die Genexpression von TNF-α in der Normoxie/R- und OGD/R-Gruppe 

durch Kühlung signifikant induziert, bei gleichzeitiger Behandlung mit 10 µM CsA jedoch wieder 

vermindert. In den OHSC hingegen wurde durch OGD/R+CsA signifikant mehr TNF-α im Vergleich zur 

Normoxie/R-Gruppe, jedoch nicht in den Normoxie/R+CsA exprimiert (Abbildung 5 A/B). Die 

Expression des proinflammatorischen IL-1β und des Mikroglia-Aktivierungsmarker Iba1 wurde in den 

BV-2 Mikroglia durch die Behandlung mit CsA in der Normoxie/R- und OGD/R-Phase bei 37 °C 

signifikant reduziert. Während durch Kühlung die IL-1β-Expression unverändert blieb, war die Iba1-

Expression tendenziell erhöht (Abbildung 5 C/E). In den OHSC konnte eine leichte Suppression von 

IL-1β nach Normoxie/R+CsA gegenüber der Normoxie/R-Kontrollgruppe gemessen werden, die jedoch 

durch OGD/R aufgehoben wurde. Die Expression von Iba1 wurde in den OHSC durch OGD/R 

unabhängig von CsA induziert und durch Kühlung tendenziell reduziert (Abbildung 5 D/F).  
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Abbildung 5. RT-qPCR zur Genexpressionsanalyse von (A/B) TNF-α, (C/D) IL-1β, (E/F) Iba1, (G/H/I) MCP1 und (J/K/L) IL-6 
in BV-2 Mikroglia, organotypischen hippocampalen Schnittkulturen (OHSC) und primären Neuronen unter Kontrollbedingungen 
Normoxie/R (1h Normoxie (21 % O2) + 24 h Reperfusion) bei 37 °C oder 33,5 °C und nach OGD/R (1h Oxygen-Glucose-

Deprivation + 24 h Reperfusion) bei 37 °C oder 33,5 °C. Alle mit Cyclosporin A behandelten Gruppen wurden für eine Stunde 
vorbehandelt. Daten aus n= 3-5 unabhängigen Experimenten sind als Box-Whiskers-Plots dargestellt. Signifikante Unterschiede 
wurden mittels einseitiger ANOVA mit anschließendem Tukey post-hoc-Test berechnet und sind mit **p<0,01, ***p<0,001 (im 
Vergleich zu Normoxie, 37 °C) und mit #p<0,05 (im Gruppenvergleich) gekennzeichnet (modifiziert nach Wowro et al.[25]).  
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Die Transkription des Chemokins MCP1 wurde in den BV-2 Mikroglia nach Normoxie/R und OGD/R 

durch Kühlung leicht induziert, jedoch wurde diese durch 10 µM CsA signifikant im Vergleich zur 

gekühlten Gruppe reduziert (Abbildung 5 G). In den OHSC hingegen bewirkte OGD/R+CsA eine 

signifikante Erhöhung der MCP1-Expression gegenüber der Normoxie/R, die jedoch nicht bei der 

Normoxie/R+CsA beobachtet wurde. Auch die primären Neuronen exprimierten durch die CsA-

Behandlung mehr MCP1 unter Normoxie/R und OGD/R (Abbildung 5 H/I). Die Expressionsmuster von 

IL-6 in den BV-2 Mikroglia und den primären Neuronen wiesen Ähnlichkeiten auf. Es kam zur 

signifikanten induzierte Transkription von IL-6 durch die Behandlung mit CsA bei 37 °C und zum Teil 

bei 33,5 °C nach Normoxie/R und OGD/R. In den OHSC war die Expression hingegen nur durch 

OGD/R+CsA bei 33,5 °C signifikant erhöht (Abbildung 5 J/K/L).    

 

1.5.2 Publikation 2: Neuroprotektion durch die Expression von RBM3 in humanen SK-N-SH 

Neuronen wird durch Hypothermie, aber nicht Hypoxie reguliert [27] 

Eine schwere Hypoxie (0,2 % O2) für 24 h, jedoch nicht eine moderate Hypoxie (8 % O2), gefolgt von 

einer 24-stündigen Reoxygenierung, führte in der humanen neuronalen Zelllinie SK-N-SH zu einem 

signifikanten Anstieg des LDH im Zellkulturüberstand. Der induzierte Schaden konnte durch Kühlung 

auf 33,5 °C für 48 h und 72 h nach der Hypoxie signifikant reduziert werden. Des Weiteren untersuchten 

wir den klinisch relevanten Biomarker für neuronale Schädigung NSE. Dieser war nach 24-stündiger 

schwerer Hypoxie, gefolgt von 72 h Normoxie, signifikant erhöht. Der neuronale Schaden konnte durch 

72-stündige Kühlung der Zellen auf 33,5 °C signifikant reduziert werden. Die metabolische Aktivität der 

Zellen, gemessen am zellulären ATP-Gehalt, wurde durch die Inkubation bei schwerer Hypoxie 

signifikant reduziert. Durch Wiederherstellung des atmosphärischen O2-Gehalts stieg die metabolische 

Zellaktivität wieder an und zeigte keinen Unterschied zu den ungeschädigten Vergleichsgruppen. 

Morphologisch konnte durch die Reduktion des Sauerstoffgehalts für 24 h auch noch nach 72 Stunden 

eine deutliche Schwellung der Zellen beobachtet werden. Besonders die schwere Hypoxie bewirkte eine 

deutliche Vergrößerung der Zelloberfläche im Vergleich zu den Kontrollgruppen bei 21 % O2. Durch die 

folgende, 72-stündige Kühlung verminderte sich die Größe der Zellen wieder und nahm eine 

physiologische Zellmorphologie an. Die Expression des Kälteschockproteins RBM3 war in allen 

gekühlten Versuchsgruppen nach 48 bis 72 h sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene im Vergleich 

zu den Kontrollgruppen bei 37 °C erhöht. Zudem war die Expression des RBM3 unabhängig von der 

vorangegangenen Hypoxie. Die Abbildungen der hier dargestellten Ergebnisse sind der Publikation von 

Rosenthal et al. zu entnehmen [27].       
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1.5.3 Publikation 3: Moderate therapeutische Hypothermie induziert protektive Mechanismen in 

Sauerstoff- Glukose-deprivierten und Reperfusion-geschädigten Kardiomyozyten [28] 

Die Schädigung der Kardiomyozyten durch OGD/R bewirkte eine mitochondriale Dysfunktion, welche 

durch den Verlust des Membranpotentials mittels Mitotracker Red™ Färbung sowie durch die 

Ausschüttung von AIF und Cyto C ins Zytosol nachgewiesen werden konnte. Die frühe intraischämische 

Kühlung auf 33,5 °C konnte das Membranpotential erhalten. Zudem wurden durch die Kühlung zu den 

Reperfusionszeitpunkten nach 7, 8, 10 und 27 Stunden signifikant weniger Cyto C und nach 10, 12 und 

27 Stunden signifikant weniger AIF ins Zytosol ausgeschüttet. Zur Untersuchung einer durch OGD/R-

induzierten Apoptose wurde das Verhältnis von antiapoptotischen Bcl-2 zu proapoptotischen Bax mittels 

Western Blot-Analyse bestimmt. In den gekühlten Zellen wurde ein signifikanter Anstieg des 

Verhältnisses nach 8 und 27 Stunden gemessen. Das antiapoptotische Protein Hsp70 wurde durch die 

Kühlung nach sechsstündiger OGD signifikant erhöht exprimiert. Zudem wurde besonders in den frühen 

Zeitpunkten der OGD/R (nach 7, 8 und 9 Stunden) signifikant mehr LC3-II in der mitochondrialen 

Fraktion der gekühlten Gruppen im Vergleich zu ungekühlten Kontrollgruppen gemessen. Die 

Abbildungen der hier dargestellten Ergebnisse sind der Publikation von Krech et al. zu entnehmen [28].      

 

  



Zusammenfassung 

 

13 

1.6 Diskussion 

Der Einsatz von Hypothermie hat sich zum Schutz vor Gewebeschädigung in vitro und in vivo bewährt 

und stellt besonders bei einer I/R-Schädigung im Gehirn und Herzen die effektivste Methode zum Schutz 

vor Zelluntergang dar. Neben dem Zelltod spielt die Neuroinflammation nach ischämischen Ereignissen 

in der Pathogenese zerebraler Schäden eine entscheidende Rolle [29].  

Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei ausgewählten Publikationen zusammengefasst 

diskutiert. Dabei stehen die Ergebnisse der Publikation 1 von Wowro et al. [25] im Vordergrund, in der 

die Wirkung von Hypothermie in Kombination mit dem immunsuppressiven CsA in OGD/Reperfusion-

geschädigten zerebralen Zellen untersucht wurde. Die Gliederung erfolgt dabei nicht chronologisch nach 

den Publikationen, sondern beleuchtet zunächst die durch I/R-induzierte Schädigung und anschließend 

die Neuroinflammation. 

1.6.1 Zelluläre Schädigung nach Ischämie/Reperfusion und Interventionsstrategien  

In der neuronalen SK-N-SH Zelllinie wurde zunächst gezeigt, dass die 24-stündige Hypoxie bei 0,2 % O2 

zur Abnahme der metabolischen Aktivität führt. Die darauffolgende 24- bis 72-stündige Reoxygenierung 

hingegen bewirkte einen nekrotischen Zelluntergang, der durch Kühlung auf 33,5 °C signifikant 

vermindert werden konnte (Publikation 2: Rosenthal et al. [27]). RBM3 gehört zur Klasse der 

Kälteschockproteine und wird durch multiple Stressfaktoren zum Schutz der Zelle induziert [29]. In 

unserem Schädigungsmodell, in Analogie zur klinischen perinatalen Asphyxie, konnten wir ebenfalls eine 

durch Hypothermie induzierte Aktivierung der RBM3-Expression mit neuroprotektiver Wirkung 

feststellen. Ischämische Ereignisse führen zu einer komplexen Zellschädigung unter Alteration vieler 

Stoffwechselwege [30]. Ebenso wie die Ischämie wirkt Hypothermie global auf alle zellulären 

Mechanismen und bewirkt primär eine Reduktion des Zellstoffwechsels. Ungeachtet dessen kommt es zu 

einer verstärkte Expression der Kälteschockproteine, die somit einen möglichen Schutzmechanismus vor 

I/R-induziertem Zelltod darstellt [9]. Andere Studien konnten ebenfalls zeigen, dass RBM3 spezifisch 

durch Reduktion von apoptotischen Zelltod an der durch Hypothermie vermittelten Neuroprotektion 

beteiligt ist [16]. 

In der darauffolgenden Studie wurden Zellen des ZNS einer simulierten Ischämie ausgesetzt, wobei 

neben dem Sauerstoffentzug (0,2 % O2) auch ein Glukose- und Serumentzug erfolgte (Publikation 1: 

Wowro et al. [25]). Eine einstündige OGD-Phase führte dabei weder in den Monokulturen aus primären 

Neuronen, in den BV-2 Mikroglia noch in den ex vivo OHSC zu einem signifikanten Anstieg des 

Zelltods. Die schnelle Wiederversorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen und die damit einhergehende 

Dysbalance des Redox-Systems sowie die Beeinträchtigung zahlreicher intrazellulärer Prozesse kann zu 

einem Reperfusionsschaden führen [4]. Neurone gelten als stärker vulnerabel für Reperfusionsschäden als 

Gliazellen [31, 32]. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit durch eine gesteigerte Zytotoxizität in den 

primären Neuronen und den OHSC bestätigt werden, wohingegen die Zytotoxizität in den BV-2 

Mikroglia nicht anstieg [25]. Die Kühlung der primären Neurone auf 33,5 °C in der Reperfusionsphase 
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hatte keinen protektiven Effekt gegenüber der ungekühlten Gruppe, jedoch wurde tendenziell weniger 

Zelltod in den gekühlten OHSC detektiert. Dies kann auf eine protektive Wirkung der Hypothermie auf 

den komplexen Zellverband oder auch auf andere Zelltypen, wie Astrozyten, hinweisen. Andere Studien 

zeigten, dass eine frühe Kühlung bereits in der Ischämiephase das Überleben von Neuronen in OHSC 

deutlich verbessern kann [33], und auch in einem in vivo Schlaganfall-Modell resultierte eine 

intraischämische Kühlung in einen reduzierten Infarktareal [34]. Somit stellt die frühe Kühlung eine 

protektive Behandlungsstrategie dar. 

In einem weiteren Zellkulturmodell aus Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass OGD/R-

Schädigung auch mit dem Verlust der mitochondrialen Membranintegrität einhergeht (Publikation 3: 

Krech et al. [28]). In Kardiomyozyten bilden Mitochondrien aufgrund des hohen Energiebedarfs bis zu 

40 % des intrazellulären Volumens [35] und die Schädigung der Mitochondrien durch I/R hat einen 

großen Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Unsere Studie zeigte, dass intraischämische Kühlung das 

Membranpotential erhält und die Ausschüttung der Apoptose-induzierenden Proteine Cyto C und AIF aus 

den Mitochondrien signifikant reduziert (Krech et al. [28]). Auch Huang et al. konnten zeigen, dass 

Hypothermie die mitochondriale Dysfunktion nach I/R vermindern kann [36]. Zudem wurden die 

antiapoptotischen Proteine Hsp70, das Caspase-abhängige und -unabhängige Apoptose inhibieren kann 

[37] und Bcl-2, das die äußere mitochondriale Membran stabilisiert [38], unter Kühlung verstärkt 

exprimiert. Damit stellt der Erhalt der mitochondrialen Integrität einen weiteren, durch Kühlung 

vermittelten Schutzmechanismus dar. Das bestätigt die Hypothese, dass eine frühe Kühlung das 

Zellüberleben nach I/R-Schädigung fördert. 

Der Wirkstoff CsA wird derzeit als potentiell neuroprotektive Substanz erforscht und diskutiert. Ein 

Grund dafür ist die immunsuppressive Wirkung durch die Inhibition der Kalzium/Calmodulin abhängigen 

Proteinphosphatase Calcineurin. Sie wird in hoher Konzentration in Zellen des ZNS exprimiert und spielt 

als Aktivator multipler, proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie dem activator protein 1 (AP-1), 

NFAT und dem nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-κB) ein Rolle in der 

Neuroinflammation [39]. Des Weiteren bindet CsA an Cyclophilin D und vermindert dadurch die Bildung 

einer mPTP. Diese Pore in der inneren Mitochondrienmembran ist maßgebend im I/R-vermittelten 

Zelltod, da deren Öffnung zum Verlust des Membranpotentials und dadurch zur Abnahme von ATP, zur 

Schwellung der Mitochondrien und zur Produktion von reaktiver Sauerstoffspezies führt. Die Ausbildung 

der mPTP nach der I/R-induzierten Schädigung kann neben der Apoptose auch Autophagie und Nekrose 

induzieren [23].  

Wie im Kardiomyozyten I/R Modell gezeigt, kann Hypothermie eine mitochondriale Dysfunktion 

vermindern [28]. Die Kombination von Hypothermie mit CsA wurde ebenfalls als protektiv auf neuronale 

Mitochondrien beschrieben [40]. Immunregulatorische Eigenschaften der Kombinationstherapie wurden 

bisher jedoch noch nicht beschrieben. Wir konnten zunächst zeigen, dass es in den primären Neuronen 

und OHSC durch die Behandlung mit 10 µM CsA zu einem Anstieg der Zytotoxizität kommt. Jedoch 
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wurde der beobachtete Reperfusionsschaden in beiden Zellmodellen weder durch die Behandlung mit 

CsA noch durch Kühlung reduziert oder verstärkt. In den BV-2 Mikroglia hingegen war CsA in der 

OGD-Phase zunächst nicht zytotoxisch, aber nach der 24-stündigen Reperfusionsphase war eine 

konzentrationsabhängige CsA-Schädigung zu detektieren, welche durch gleichzeitige Kühlung 

tendenziell gemindert wurde [25]. Auch Kaminska et al. zeigten, dass die Behandlung mit 8 µM CsA in 

einer Neuronen-Astrozyten-Mischkultur einen zytotoxischen Effekt auf Neurone, nicht aber auf die 

Astrozyten hat [41]. Somit erwiesen sich Gliazellen als robuster gegenüber der Behandlung mit CsA als 

Neurone. 

1.6.2 Inflammation nach Ischämie/Reperfusion und Interventionsstrategien 

Die Neuroinflammation nach einem I/R-Ereignis wird unter anderem durch DAMPs, die von 

nekrotischen Zellen ausgeschüttet werden, initiiert und verstärkt. Zu dieser Gruppe der DAMPs zählen 

unter anderem die beiden in der Literatur gut beschriebenen Proteine Hsp70 und HMGB1 sowie das erst 

kürzlich als DAMP identifizierte Kälteschockprotein CIRBP. Intrazellulär weisen Hsp70 und CIRBP 

antiapoptotische Eigenschaften auf, können jedoch extrazellular eine Inflammationsreaktion hervorrufen 

[42, 43]. Durch die Bindung am receptor for advanced glycation end products sowie am TLR2 und TLR4 

an benachbarten Zellen werden Inflammationskaskaden über den Transkriptionsfaktor NF-κB initiiert, die 

zur Transkription von TNF-α, IL-1β und IL-6 führen [44, 45]. In Korrelation mit der Zytotoxizität konnte 

in der hier vorliegenden Arbeit extrazellulär ein signifikanter Anstieg der Proteine Hsp70 und HMGB1 

sowie ein tendenzieller Anstieg von CIRBP im Überstand der primären Neurone nach OGD+CsA, jedoch 

nicht bei den BV-2 Mikroglia, gegenüber der Normoxie-Gruppe und der OGD-Gruppe nachgewiesen 

werden. Zou und Crews konnten zeigen, dass DAMPs von nekrotischen Neuronen in hippocampalen 

Schnitten, sowie die Behandlung mit HMGB1 über den TLR4 die Expression von TNF-α und IL-1β in 

Mikroglia bewirken [46]. Da in der vorliegenden Studie auch ein Zelluntergang in den OHSC nach 

OGD+CsA nachweisbar war, kann vermutet werden, dass auch DAMPs ausgeschüttet werden und 

benachbarte Zellen aktivieren. Aufgrund hoher Serumkonzentrationen in den Reperfusionsmedien war ein 

Nachweis der DAMPs über Western Blot-Analysen in den Zellkulturmodellen nicht möglich.  

In dieser Arbeit wurde die immunregulatorische Wirkung der Kühlung und der CsA-Behandlung in 

den Monokulturen von Mikroglia und Neuronen untersucht. Gekühlte BV-2 Mikroglia exprimierten 

verstärkt TNF-α und MCP1, wohingegen IL-1β inhibiert wurde. Während das Zytokin IL-1β mit 

neurotoxischen Effekten assoziiert ist, kann TNF-α auch neuroprotektive Wirkung aufweisen [47]. In 

einem in vivo Modell von zerebraler Ischämie wurde gezeigt, dass von Mikroglia sezerniertes TNF-α das 

Überleben von Neuronen fördert [48]. Zusätzlich kann eine durch Kühlung induzierte TNF-α Sekretion 

das Neuritenwachstum in ex vivo OHSC fördern [49]. Jedoch zeigen hohe TNF-α-Spiegel im ischämisch 

geschädigten Gehirn auch neurotoxische Wirkung [50]. Das Chemokin MCP1 ist primär für die 

Rekrutierung peripherer Leukozyten zum geschädigten Gewebe verantwortlich. Während eine Invasion 

der Leukozyten zunächst als protektiv galt, kann sie auch zur Verschlechterung des Hirnschadens 
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beitragen. So erwies sich die Inhibition der MCP1-Expression in einem in vivo Schlaganfall-Modell durch 

Abnahme von ischämischen Hirnschäden als protektiv [51].  

Bei gleichzeitiger Behandlung mit CsA wurde die durch Kühlung induzierte Expression des MCP1 

sowie des TNF-α in den BV-2 Mikroglia reduziert. Zudem vermittelte CsA einen inhibitorischen Effekt 

auf die Expression von Iba1, einem Marker für aktivierte Mikroglia, und supprimierte signifikant die 

IL-1β-Expression. Dieses deckt sich mit der Arbeit von Zawadzka et al., die in einem LPS-aktivierten in 

vitro Mikroglia-Modell die inhibitorische Wirkung von CsA auf die MAPK- und NF-κB-Signalkaskaden 

zeigten [52]. Dies ist nicht überraschend, da Calcineurin indirekt durch Abbau von IκBα an der 

Aktivierung von NF-κB beteiligt ist. Zudem wird die Expressionen der Zytokine über Komplexe von den 

Transkriptionsfaktoren NFAT, NF-κB und AP-1 reguliert [53-55]. Spezifische NFAT-Inhibitoren sind 

beispielsweise ebenfalls in der Lage die Expression von MCP1 und TNF-α in Mikroglia zu reduzieren 

[56].  

Neben der suppressiven Wirkung von CsA auf die BV-2 Mikroglia wurde zusätzlich ein signifikanter 

Anstieg der IL-6-Genexpression induziert. Das Zytokin wird von immunkompetenten, aber auch nicht 

immunkompetenten Zellen wie den Neuronen sekretiert und kann als neurotrophischer Faktor den 

Zelluntergang von Neuronen inhibieren [57]. Jedoch sind hohe IL-6-Level auch an der Pathogenese vieler 

inflammatorischer Erkrankungen beteiligt [58]. In den primären Neuronen kam es zu einem signifikanten 

Anstieg der Expression von IL-6 durch die Behandlung mit 10 µM CsA, jedoch nicht durch OGD/R 

allein. Ähnlich war die Expression von MCP1 in den primären Neuronen durch 10 µM CsA, jedoch nicht 

durch OGD/R alleine induziert. Demnach scheint die alleinige Applikation von CsA proinflammaorisch 

auf die primären Neurone zu wirken. So wurde auch gezeigt, dass eine neuronale Expression von MCP1 

eine Aktivierung von Mikroglia bewirken kann [59]. 

Der durch CsA vermitttelte inhibitorische Effekt auf die BV-2 Mikroglia und die cytotoxische und 

inflammatorisch-aktivierende Wirkung in den primären Neuronen wurden zusätzlich in einem komplexen 

OHSC-Modell untersucht. Der Vorteil liegt dabei in den aufrechterhaltenen Zell-Zell-Verbindungen und 

der Untersuchung von komplexen Interaktionen verschiedener Zelltypen. Die OGD/R-Schädigung führte 

in dem OHSC-Modell lediglich zur signifikanten Induktion von Iba1. Bei Behandlung mit 10 µM CsA 

während der OGD/R wurde zudem die Expression von TNF-α, MCP1 und Iba1 signifikant induziert. Die 

zusätzliche Kombination mit Hypothermie induzierte zudem die Expression von IL-6. Dagegen hatten 

CsA und Hypothermie keinen Einfluss auf die ungeschädigte Normoxie/R-Kontrollgruppe. Demnach 

induzieren CsA und Hypothermie nur in I/R-geschädigten OHSC eine Inflammation.    

Neben den Neuronen und Mikroglia machen die Astrozyten die größte Zellpopulation im Gehirn aus. 

Sie übernehmen neben der Stütz- und Versorgungsfunktion auf vielseitige Art eine protektive Rolle im 

Gehirn und sind ausgiebig an der Immunantwort beteiligt [60]. Die gemessene Inflammationsreaktion in 

den OHSC kann somit auch zum Teil durch die Astrozyten vermittelt worden sein. Eine erhöhte MCP1-

Expression wurde zum Beispiel in hippocampalen Astrozyten in einem in vivo Modell von transienter 
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globaler Ischämie beobachtet [61] und dies kann die adaptive Immunreaktion im entzündeten Gehirn 

verstärken [62]. Andere Studien, die eine neuroprotektive Wirkung von CsA untersuchten, zeigten unter 

anderem, dass die Behandlung von OGD-geschädigten primären Astrozyten mit CsA die Expression von 

TNF-α und IL-1β vermindern kann [63]. Zudem zeigte eine in vivo Studie, dass die Behandlung mit CsA-

haltigen Nanoliposomen nach einem transienten Verschluss der mittleren Zerebralarterie das Infarktareal 

vermindert und die TNF-α-Sekretion im Vergleich zu nicht CsA-behandelten Tieren reduziert [64]. Diese 

Untersuchungen aus den Astrozyten und den in vivo Modellen stehen im Kontrast zu unseren 

Beobachtungen nach OGD/R+CsA. Es ist nicht auszuschließen, dass der putativ protektive Effekt von 

CsA in unserem Zellkulturmodellen durch komplexe, gegenseitige inflammatorische Aktivierung 

überlagert und dadurch verhindert wird. 

1.6.3 Zusammenfassung und Ausblick 

In der ersten Studie (Wowro et al. [25]) konnte durch die Kombination von Hypothermie und CsA-

Behandlung eine Immunmodulation gezeigt werden. CsA konnte die proinflammatorische Aktivität von 

BV-2 Mikroglia nach OGD/R vermindern, hatte in höheren Konzentrationen aber einen toxischen Effekt 

auf die primären Neurone. Während die Kombination von CsA und Kühlung die Expression des 

proinflammatorischen IL-1β in den BV-2 reduzierte, war eine Induktion von TNF-α, MCP1, IL-6 und 

Iba1 in OGD/R-geschädigten OHSC messbar. In den primären Neuronen kam es neben dem nekrotischen 

Zelluntergang zur CsA-induzieren Expression von IL-6 und MCP1. Die von den nekrotischen Zellen 

verstärkt ausgeschütteten DAMPs und proinflammatorischen Zytokine können einen komplexen 

sekundären Schädigungsmechanismus mit Inflammationsreaktion in den OHSC induzieren. So kommt es 

durch die Kombinationstherapie wider Erwarten nicht zu einem additiven Schutzmechanismus in dem 

komplexen ex vivo Modell, sondern zu einer starken Inflammationsreaktion.  

Mechanistisch konnte in der zweiten Studie an einer neuronalen Zelllinie gezeigt werden, dass der 

protektive Effekt der Kühlung mit der induzierten Expression vom Kälteschockprotein RBM3 korreliert 

(Rosenthal et al. [27]). Zudem konnte in der dritten Studie gezeigt werden, dass die intraischämische 

Kühlung die Integrität der mitochondrialen Membran in Kardiomyozyten erhalten kann, wodurch die 

intrinsische Apoptose reduziert und Autophagiemechanismen induziert werden (Krech et al. [28]).  

Damit konnten wir in Monozellkulturmodellen zeigen, dass Hypothermie nach einem ischämischen 

Schädigungsereignis protektive Mechanismen aufweist. Diese führen in den primären Neuronen 

interessanterweise nicht zum Schutz vor OGD/R-induzierter Schädigung. Um ein genaueres Bild von den 

Vorgängen in den OHSC zu bekommen, muss jedoch in weiteren Studien zusätzlich der Einfluss der 

Astrozyten untersucht werden. Zudem ist der Nachweis sezernierter Zytokine und die Ausschüttung von 

DAMPs nach der OGD/R-Schädigung für weitere Schlussfolgerungen notwendig. Aufgrund der 

wichtigen Rolle der Immunreaktion nach ischämischen Ereignissen ist die Untersuchung von Ko-

Kulturen, Gewebekulturen und in vivo Modellen für ein besseres Verständnis der Mechanismen von 

Kühlung unumgänglich.   



Zusammenfassung 

 

18 

1.7 Literaturverzeichnis 

1. Gonzales-Portillo C, Ishikawa H, Shinozuka K, Tajiri N, Kaneko Y, Borlongan CV: Stroke and cardiac cell 
death: Two peas in a pod. Clin Neurol Neurosurg 2016, 142:145-147. 

2. Szydlowska K, Tymianski M: Calcium, ischemia and excitotoxicity. Cell Calcium 2010, 47(2):122-9. 
3. Sanganalmath SK, Gopal P, Parker JR, Downs RK, Parker JC, Jr., Dawn B: Global cerebral ischemia due to 

circulatory arrest: insights into cellular pathophysiology and diagnostic modalities. Mol Cell Biochem 2017, 
426(1-2):111-127. 

4. Halestrap AP: Calcium, mitochondria and reperfusion injury: a pore way to die. Biochem Soc Trans 2006, 34(Pt 
2):232-7. 

5. Ceulemans AG, Zgavc T, Kooijman R, Hachimi-Idrissi S, Sarre S, Michotte Y: The dual role of the 
neuroinflammatory response after ischemic stroke: modulatory effects of hypothermia. J Neuroinflammation 

2010, 7:74. 
6. Jin R, Liu L, Zhang S, Nanda A, Li G: Role of inflammation and its mediators in acute ischemic stroke. J 

Cardiovasc Transl Res 2013, 6(5):834-51. 
7. Gulke E, Gelderblom M, Magnus T: Danger signals in stroke and their role on microglia activation after 

ischemia. Ther Adv Neurol Disord 2018, 11:1756286418774254. 
8. Kono H, Onda A, Yanagida T: Molecular determinants of sterile inflammation. Curr Opin Immunol 2014, 

26:147-56. 
9. Kurisu K, Yenari MA: Therapeutic hypothermia for ischemic stroke; pathophysiology and future promise. 

Neuropharmacology 2018, 134(Pt B):302-309. 
10. Shankaran S, Pappas A, McDonald SA, Vohr BR, Hintz SR, Yolton K, Gustafson KE, Leach TM, Green C, 

Bara R, Petrie Huitema CM, Ehrenkranz RA, Tyson JE, Das A, Hammond J, Peralta-Carcelen M, Evans PW, 
Heyne RJ, Wilson-Costello DE, Vaucher YE, Bauer CR, Dusick AM, Adams-Chapman I, Goldstein RF, Guillet 
R, Papile LA, Higgins RD, Eunice Kennedy Shriver NNRN: Childhood outcomes after hypothermia for 
neonatal encephalopathy. N Engl J Med 2012, 366(22):2085-92. 

11. Azzopardi D, Strohm B, Marlow N, Brocklehurst P, Deierl A, Eddama O, Goodwin J, Halliday HL, Juszczak E, 
Kapellou O, Levene M, Linsell L, Omar O, Thoresen M, Tusor N, Whitelaw A, Edwards AD, Group TS: 
Effects of hypothermia for perinatal asphyxia on childhood outcomes. N Engl J Med 2014, 371(2):140-9. 

12. Hypothermia after Cardiac Arrest Study G: Mild therapeutic hypothermia to improve the neurologic outcome 
after cardiac arrest. N Engl J Med 2002, 346(8):549-56. 

13. Callaway CW, Donnino MW, Fink EL, Geocadin RG, Golan E, Kern KB, Leary M, Meurer WJ, Peberdy MA, 
Thompson TM, Zimmerman JL: Part 8: Post-Cardiac Arrest Care: 2015 American Heart Association Guidelines 
Update for Cardiopulmonary Resuscitation and Emergency Cardiovascular Care. Circulation 2015, 132(18 
Suppl 2):S465-82. 

14. Nolan JP, Soar J, Cariou A, Cronberg T, Moulaert VR, Deakin CD, Bottiger BW, Friberg H, Sunde K, Sandroni 
C, European Resuscitation C, European Society of Intensive Care M: European Resuscitation Council and 
European Society of Intensive Care Medicine 2015 guidelines for post-resuscitation care. Intensive Care Med 

2015, 41(12):2039-56. 
15. Wang G, Zhang JN, Guo JK, Cai Y, Sun HS, Dong K, Wu CG: Neuroprotective effects of cold-inducible RNA-

binding protein during mild hypothermia on traumatic brain injury. Neural Regen Res 2016, 11(5):771-8. 
16. Chip S, Zelmer A, Ogunshola OO, Felderhoff-Mueser U, Nitsch C, Buhrer C, Wellmann S: The RNA-binding 

protein RBM3 is involved in hypothermia induced neuroprotection. Neurobiol Dis 2011, 43(2):388-96. 
17. Nielsen N, Wetterslev J, Cronberg T, Erlinge D, Gasche Y, Hassager C, Horn J, Hovdenes J, Kjaergaard J, 

Kuiper M, Pellis T, Stammet P, Wanscher M, Wise MP, Aneman A, Al-Subaie N, Boesgaard S, Bro-Jeppesen J, 
Brunetti I, Bugge JF, Hingston CD, Juffermans NP, Koopmans M, Kober L, Langorgen J, Lilja G, Moller JE, 
Rundgren M, Rylander C, Smid O, Werer C, Winkel P, Friberg H, Investigators TTMT: Targeted temperature 
management at 33 degrees C versus 36 degrees C after cardiac arrest. N Engl J Med 2013, 369(23):2197-206. 

18. Lee JH, Wei ZZ, Cao W, Won S, Gu X, Winter M, Dix TA, Wei L, Yu SP: Regulation of therapeutic 
hypothermia on inflammatory cytokines, microglia polarization, migration and functional recovery after 
ischemic stroke in mice. Neurobiol Dis 2016, 96:248-260. 

19. Liu L, Liu X, Wang R, Yan F, Luo Y, Chandra A, Ding Y, Ji X: Mild focal hypothermia regulates the dynamic 
polarization of microglia after ischemic stroke in mice. Neurol Res 2018, 40(6):508-515. 

20. Lyden P, Hemmen T, Grotta J, Rapp K, Ernstrom K, Rzesiewicz T, Parker S, Concha M, Hussain S, Agarwal S, 
Meyer B, Jurf J, Altafullah I, Raman R, Collaborators: Results of the ICTuS 2 Trial (Intravascular Cooling in 
the Treatment of Stroke 2). Stroke 2016, 47(12):2888-2895. 

21. Borel JF, Feurer C, Gubler HU, Stahelin H: Biological effects of cyclosporin A: a new antilymphocytic agent. 
Agents Actions 1976, 6(4):468-75. 

22. Clipstone NA, Crabtree GR: Identification of calcineurin as a key signalling enzyme in T-lymphocyte 
activation. Nature 1992, 357(6380):695-7. 



Zusammenfassung 

 

19 

23. Fakharnia F, Khodagholi F, Dargahi L, Ahmadiani A: Prevention of Cyclophilin D-Mediated mPTP Opening 
Using Cyclosporine-A Alleviates the Elevation of Necroptosis, Autophagy and Apoptosis-Related Markers 
Following Global Cerebral Ischemia-Reperfusion. J Mol Neurosci 2017, 61(1):52-60. 

24. Osman MM, Lulic D, Glover L, Stahl CE, Lau T, van Loveren H, Borlongan CV: Cyclosporine-A as a 
neuroprotective agent against stroke: its translation from laboratory research to clinical application. 
Neuropeptides 2011, 45(6):359-68. 

25. Wowro SJ, Tong G, Krech J, Rolfs N, Berger F, Schmitt KRL: Combined cyclosporin A and hypothermia 
treatment inhibits activation of BV-2 microglia but induces an inflammatory response in an 
ischemia/reperfusion hippocampal slice culture model. Frontiers in Cellular Neuroscience 2019. 

26. Li Q, Han X, Wang J: Organotypic Hippocampal Slices as Models for Stroke and Traumatic Brain Injury. Mol 

Neurobiol 2016, 53(6):4226-4237. 
27. Rosenthal LM, Tong G, Walker C, Wowro SJ, Krech J, Pfitzer C, Justus G, Berger F, Schmitt KRL: 

Neuroprotection via RNA-binding protein RBM3 expression is regulated by hypothermia but not by hypoxia in 
human SK-N-SH neurons. Hypoxia 2017, 5:33-43. 

28. Krech J, Tong G, Wowro S, Walker C, Rosenthal LM, Berger F, Schmitt KRL: Moderate therapeutic 
hypothermia induces multimodal protective effects in oxygen-glucose deprivation/reperfusion injured 
cardiomyocytes. Mitochondrion 2017, 35:1-10. 

29. Zhu X, Buhrer C, Wellmann S: Cold-inducible proteins CIRP and RBM3, a unique couple with activities far 
beyond the cold. Cell Mol Life Sci 2016, 73(20):3839-59. 

30. Kalogeris T, Baines CP, Krenz M, Korthuis RJ: Cell biology of ischemia/reperfusion injury. Int Rev Cell Mol 

Biol 2012, 298:229-317. 
31. Li D, Shao Z, Vanden Hoek TL, Brorson JR: Reperfusion accelerates acute neuronal death induced by 

simulated ischemia. Exp Neurol 2007, 206(2):280-7. 
32. Lim JH, Lee JC, Lee YH, Choi IY, Oh YK, Kim HS, Park JS, Kim WK: Simvastatin prevents oxygen and 

glucose deprivation/reoxygenation-induced death of cortical neurons by reducing the production and toxicity of 
4-hydroxy-2E-nonenal. J Neurochem 2006, 97(1):140-50. 

33. Allard J, Paci P, Vander Elst L, Ris L: Regional and time-dependent neuroprotective effect of hypothermia 
following oxygen-glucose deprivation. Hippocampus 2015, 25(2):197-207. 

34. Krieger DW, Yenari MA: Therapeutic hypothermia for acute ischemic stroke: what do laboratory studies teach 
us? Stroke 2004, 35(6):1482-9. 

35. Kadenbach B, Ramzan R, Moosdorf R, Vogt S: The role of mitochondrial membrane potential in ischemic heart 
failure. Mitochondrion 2011, 11(5):700-6. 

36. Huang CH, Chiang CY, Pen RH, Tsai MS, Chen HW, Hsu CY, Wang TD, Ma MH, Chen SC, Chen WJ: 
Hypothermia treatment preserves mitochondrial integrity and viability of cardiomyocytes after ischaemic 
reperfusion injury. Injury 2015, 46(2):233-9. 

37. Sabirzhanov B, Stoica BA, Hanscom M, Piao CS, Faden AI: Over-expression of HSP70 attenuates caspase-
dependent and caspase-independent pathways and inhibits neuronal apoptosis. J Neurochem 2012, 123(4):542-
54. 

38. Dlugosz PJ, Billen LP, Annis MG, Zhu W, Zhang Z, Lin J, Leber B, Andrews DW: Bcl-2 changes conformation 
to inhibit Bax oligomerization. EMBO J 2006, 25(11):2287-96. 

39. Furman JL, Norris CM: Calcineurin and glial signaling: neuroinflammation and beyond. J Neuroinflammation 

2014, 11:158. 
40. Liu J, Wang Y, Zhuang Q, Chen M, Wang Y, Hou L, Han F: Protective effects of cyclosporine A and 

hypothermia on neuronal mitochondria in a rat asphyxial cardiac arrest model. Am J Emerg Med 2016, 
34(6):1080-5. 

41. Kaminska B, Figiel I, Pyrzynska B, Czajkowski R, Mosieniak G: Treatment of hippocampal neurons with 
cyclosporin A results in calcium overload and apoptosis which are independent on NMDA receptor activation. 
Br J Pharmacol 2001, 133(7):997-1004. 

42. Liao Y, Tong L, Tang L, Wu S: The role of cold-inducible RNA binding protein in cell stress response. Int J 

Cancer 2017, 141(11):2164-2173. 
43. Kim JY, Han Y, Lee JE, Yenari MA: The 70-kDa heat shock protein (Hsp70) as a therapeutic target for stroke. 

Expert Opin Ther Targets 2018, 22(3):191-199. 
44. Johnson JD, Fleshner M: Releasing signals, secretory pathways, and immune function of endogenous 

extracellular heat shock protein 72. J Leukoc Biol 2006, 79(3):425-34. 
45. Zhou M, Yang WL, Ji Y, Qiang X, Wang P: Cold-inducible RNA-binding protein mediates neuroinflammation 

in cerebral ischemia. Biochim Biophys Acta 2014, 1840(7):2253-61. 
46. Zou JY, Crews FT: Release of neuronal HMGB1 by ethanol through decreased HDAC activity activates brain 

neuroimmune signaling. PLoS One 2014, 9(2):e87915. 
47. Kawabori M, Yenari MA: Inflammatory responses in brain ischemia. Curr Med Chem 2015, 22(10):1258-77. 



Zusammenfassung 

 

20 

48. Lambertsen KL, Clausen BH, Babcock AA, Gregersen R, Fenger C, Nielsen HH, Haugaard LS, Wirenfeldt M, 
Nielsen M, Dagnaes-Hansen F, Bluethmann H, Faergeman NJ, Meldgaard M, Deierborg T, Finsen B: Microglia 
protect neurons against ischemia by synthesis of tumor necrosis factor. J Neurosci 2009, 29(5):1319-30. 

49. Schmitt KR, Boato F, Diestel A, Hechler D, Kruglov A, Berger F, Hendrix S: Hypothermia-induced neurite 
outgrowth is mediated by tumor necrosis factor-alpha. Brain Pathol 2010, 20(4):771-9. 

50. Sriram K, O'Callaghan JP: Divergent roles for tumor necrosis factor-alpha in the brain. J Neuroimmune 

Pharmacol 2007, 2(2):140-53. 
51. Chen Y, Hallenbeck JM, Ruetzler C, Bol D, Thomas K, Berman NE, Vogel SN: Overexpression of monocyte 

chemoattractant protein 1 in the brain exacerbates ischemic brain injury and is associated with recruitment of 
inflammatory cells. J Cereb Blood Flow Metab 2003, 23(6):748-55. 

52. Zawadzka M, Dabrowski M, Gozdz A, Szadujkis B, Sliwa M, Lipko M, Kaminska B: Early steps of microglial 
activation are directly affected by neuroprotectant FK506 in both in vitro inflammation and in rat model of 
stroke. J Mol Med (Berl) 2012, 90(12):1459-71. 

53. Macian F, Lopez-Rodriguez C, Rao A: Partners in transcription: NFAT and AP-1. Oncogene 2001, 
20(19):2476-89. 

54. Sama MA, Mathis DM, Furman JL, Abdul HM, Artiushin IA, Kraner SD, Norris CM: Interleukin-1beta-
dependent signaling between astrocytes and neurons depends critically on astrocytic calcineurin/NFAT activity. 
J Biol Chem 2008, 283(32):21953-64. 

55. Palkowitsch L, Marienfeld U, Brunner C, Eitelhuber A, Krappmann D, Marienfeld RB: The Ca2+-dependent 
phosphatase calcineurin controls the formation of the Carma1-Bcl10-Malt1 complex during T cell receptor-
induced NF-kappaB activation. J Biol Chem 2011, 286(9):7522-34. 

56. Nagamoto-Combs K, Combs CK: Microglial phenotype is regulated by activity of the transcription factor, 
NFAT (nuclear factor of activated T cells). J Neurosci 2010, 30(28):9641-6. 

57. Loddick SA, Turnbull AV, Rothwell NJ: Cerebral interleukin-6 is neuroprotective during permanent focal 
cerebral ischemia in the rat. J Cereb Blood Flow Metab 1998, 18(2):176-9. 

58. Rothaug M, Becker-Pauly C, Rose-John S: The role of interleukin-6 signaling in nervous tissue. Biochim 

Biophys Acta 2016, 1863(6 Pt A):1218-27. 
59. Zhang L, Tan J, Jiang X, Qian W, Yang T, Sun X, Chen Z, Zhu Q: Neuron-derived CCL2 contributes to 

microglia activation and neurological decline in hepatic encephalopathy. Biol Res 2017, 50(1):26. 
60. Becerra-Calixto A, Cardona-Gomez GP: The Role of Astrocytes in Neuroprotection after Brain Stroke: 

Potential in Cell Therapy. Front Mol Neurosci 2017, 10:88. 
61. Sakurai-Yamashita Y, Shigematsu K, Yamashita K, Niwa M: Expression of MCP-1 in the hippocampus of 

SHRSP with ischemia-related delayed neuronal death. Cell Mol Neurobiol 2006, 26(4-6):823-31. 
62. Farina C, Aloisi F, Meinl E: Astrocytes are active players in cerebral innate immunity. Trends Immunol 2007, 

28(3):138-45. 
63. Gabryel B, Labuzek K, Malecki A, Herman ZS: Immunophilin ligands decrease release of pro-inflammatory 

cytokines (IL-1beta, TNF-alpha and IL-2 in rat astrocyte cultures exposed to simulated ischemia in vitro. Pol J 

Pharmacol 2004, 56(1):129-36. 
64. Partoazar A, Nasoohi S, Rezayat SM, Gilani K, Mehr SE, Amani A, Rahimi N, Dehpour AR: Nanoliposome 

containing cyclosporine A reduced neuroinflammation responses and improved neurological activities in 
cerebral ischemia/reperfusion in rat. Fundam Clin Pharmacol 2017, 31(2):185-193. 

 



Eidesstattliche Versicherung 

 

21 

2 Eidesstattliche Versicherung 

„Ich, Sylvia J. Wowro, versichere an Eides statt durch meine eigenhändige Unterschrift, dass ich die 

vorgelegte Dissertation mit dem Thema: „Hypothermie-induzierte zelluläre und molekulare 

Mechanismen in ischämisch geschädigten Zellen“ selbstständig und ohne nicht offengelegte Hilfe 

Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.  

Alle Stellen, die wörtlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vorträgen anderer Autoren 

beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu Methodik 

(insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und Resultaten 

(insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir verantwortet. 

 

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der 

untenstehenden gemeinsamen Erklärung mit dem/der Betreuer/in, angegeben sind. Für sämtliche im 

Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des ICMJE (International 

Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten. Ich erkläre 

ferner, dass mir die Satzung der Charité – Universitätsmedizin Berlin zur Sicherung Guter 

Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser Satzung verpflichte.  

  

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer unwahren 

eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt und bewusst.“ 

 

 

 

       ____________________________ 

Datum       Unterschrift 

 

  



Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen 

 

22 

3 Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen 

Sylvia J. Wowro hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:   

 

Publikation 1 (Wowro et al. 2019): 

Wowro SJ, Tong G, Krech J, Rolfs N, Berger F, Schmitt KRL. „Combined cyclosporin A and 

hypothermia treatment inhibits activation of BV-2 microglia but induces an inflammatory response in 

an ischemia/reperfusion hippocampal slice culture model.” Frontiers in Cellular Neuroscience, 

06/ 2019, doi: 10.3389/fncel.2019.00273. Impact Factor: 4.3.  

 

Beitrag im Einzelnen: 

- Erstellung des Versuchsdesign 

- Präparation der primären Neurone und Präparation und Etablierung der Kultivierung von 

organotypischen hippocampalen Schnittkulturen 

- Durchführung der Experimente (qPCR, Färbung, Western Blot, LDH) 

- Datenauswertung und Darstellung der Ergebnisse 

- Datenanalyse 

- Literaturrecherche 

- Fertigung des Manuskriptentwurfs  

- Korrespondierender Autor 

 

Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017):  

Rosenthal LM, Tong G, Walker C, Wowro SJ, Krech J, Pfitzer C, Justus G, Berger F, Schmitt KRL. 

„Neuroprotection via RNA-binding protein RBM3 expression is regulated by hypothermia but not by 

hypoxia in human SK-N-SH neurons.” Hypoxia, 05/ 2017, 5:33-43. Impact Factor: N/A. 

 

Beitrag im Einzelnen (geschätzter Anteil an der finalen Publikation: 20%):  

- Unterstützung bei der Vorbereitung und Durchführung der Experimente der Medizinstudentin 

Lisa Rosenthal 

- Betreuung der Zellkulturarbeiten 

- Datenanalyse und Unterstützung in der Darstellung und Präsentation der Ergebnisse 

- Diskussion der Ergebnisse 

- Korrekturlesen des Manuskripts 

 



Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen 

 

23 

Publikation 3 (Krech et al. 2017):  

Krech J, Tong G, Wowro S, Walker C, Rosenthal LM, Berger F, Schmitt KRL. „Moderate therapeutic 

hypothermia induces multimodal protective effects in oxygen-glucose deprivation/reperfusion injured 

cardiomyocytes.” Mitochondrion, 07/ 2017, 35:1-10. Impact Factor: 3.2. 

 

Beitrag im Einzelnen (geschätzter Anteil an der finalen Publikation: 25%): 

- Einarbeitung und Betreuung der Zellkulturexperimente der Medizinstudentin Jana Krech 

- Anleitung, Planung und Mitdurchführung der Versuche (Proteingewinnung 

Mitochondrien/Zytosol, Immunfluoreszenz Färbung)  

- Datenanalyse und Diskussion der in die Publikation integrierten Ergebnisse 

- Hilfe bei der Erstellung der Abbildungen und Korrektur des Manuskripts  

 

 

 

 

 

 

 

 

____________________________ 

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin 

  



Druckexemplare der ausgewählten Publikationen 

 

24 

4 Druckexemplare der ausgewählten Publikationen 

 

 

4.1 Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

Wowro SJ, Tong G, Krech J, Rolfs N, Berger F, Schmitt KRL.  

„Combined cyclosporin A and hypothermia treatment inhibits activation of BV-2 microglia but 

induces an inflammatory response in an ischemia/reperfusion hippocampal slice culture model.”  

Frontiers in Cellular Neuroscience, 06/ 2019, doi: 10.3389/fncel.2019.00273.  

Impact Factor: 4.3 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

25 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

26 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

27 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

28 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

29 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

30 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

31 

   



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

32 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

33 

 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

34 

   



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

35 

   



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

36 

   



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

37 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

38 



Publikation 1 (Wowro et al. 2019) 

 

39 

 



Druckexemplare der ausgewählten Publikationen 

 

40 

 

 

 

4.2 Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

Rosenthal LM, Tong G, Walker C, Wowro SJ, Krech J, Pfitzer C, Justus G, Berger F, Schmitt KRL.  

„Neuroprotection via RNA-binding protein RBM3 expression is regulated by hypothermia but not by 

hypoxia in human SK-N-SH neurons.”  

Hypoxia, 05/ 2017, 5:33-43. 

Impact Factor: N/A 

  



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

41 

 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

42 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

43 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

44 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

45 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

46 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

47 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

48 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

49 

 



Publikation 2 (Rosenthal et al. 2017) 

 

50 

 

 



Druckexemplare der ausgewählten Publikationen 

 

51 

 

 

 

4.3 Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

Krech J, Tong G, Wowro S, Walker C, Rosenthal LM, Berger F, Schmitt KRL.  

„Moderate therapeutic hypothermia induces multimodal protective effects in oxygen-glucose 

deprivation/reperfusion injured cardiomyocytes.”  

Mitochondrion, 07/ 2017, 35:1-10. 

Impact Factor: 3.2 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

52 

 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

53 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

54 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

55 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

56 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

57 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

58 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

59 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

60 

 



Publikation 3 (Krech et al. 2017) 

 

61 



Lebenslauf (mit Unterschrift) 

 

62 

5 Lebenslauf (mit Unterschrift) 

 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner Arbeit 

nicht veröffentlicht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Lebenslauf (mit Unterschrift) 

 

63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

 



Publikationsliste 

 

64 

6 Publikationsliste 

6.1 Originalarbeiten 

Wowro SJ, Tong G, Krech J, Rolfs N, Berger F, Schmitt KRL.; Combined cyclosporin A and 

hypothermia treatment inhibits activation of BV-2 microglia but induces an inflammatory response in an 

ischemia/reperfusion hippocampal slice culture model. Front. Cell. Neurosci.; 06/ 2019. (IF 4.30)  

Rosenthal LM, Tong G, Wowro SJ, Walker C, Pfitzer C, Bottcher W, Miera O, Berger F, Schmitt KRL.; 

A Prospective Clinical Trial Measuring the Effects of Cardiopulmonary Bypass Under Mild Hypothermia 

on the Inflammatory Response and Regulation of Cold-Shock Protein RNA-Binding Motif 3. Ther. 

Hypothermia. Temp. Manag.; 04/ 2019. (IF 2.04) 

Krech J, Tong G, Wowro SJ, Walker C, Rosenthal LM, Berger F, Schmitt KRL.; Moderate therapeutic 

hypothermia induces multimodal protective effects in oxygen-glucose deprivation/reperfusion injured 

cardiomyocytes. Mitochondrion; 07/ 2017. (IF 3.23) 

Rosenthal LM, Tong G, Walker C, Wowro SJ, Krech J, Pfitzer C, Justus G, Berger F, Schmitt KRL.; 

Neuroprotection via RNA-binding protein RBM3 expression is regulated by hypothermia but not by 

hypoxia in human SK-N-SH neurons. Hypoxia; 05/ 2017. (IF N/A) 

Plauth A, Geikowski A, Cichon S, Wowro SJ, Liedgens L, Rousseau M, Weidner C, Fuhr L, Kliem M, 

Jenkins G, Lotito S, Wainwright LJ, Sauer S.; Hormetic shifting of redox environment by pro-oxidative 

resveratrol protects cells against stress. Free Radic. Biol. Med.; 08/ 2016. (IF 5.61) 

Plauth A, Geikowski A, Cichon S, Wowro SJ, Liedgens L, Rousseau M, Weidner C, Fuhr L, Kliem M, 

Jenkins G, Lotito S, Wainwright LJ, Sauer S.; Data of oxygen- and pH-dependent oxidation of 

resveratrol. Data Brief; 09/ 2016. (IF: N/A) 

Weidner C, Rousseau M, Plauth A, Wowro SJ, Fischer C, Abdel-Aziz H, Sauer S.; Iberis amara Extract 

Induces Intracellular Formation of Reactive Oxygen Species and Inhibits Colon Cancer; PLoS One; 08/ 

2016. (IF 2.81) 

Weidner C, Rousseau M, Micikas RJ, Fischer C, Plauth A, Wowro SJ, Siems K, Hetterling G, Kliem M, 

Schroeder FC, Sauer S.; Amorfrutin C Induces Apoptosis and Inhibits Proliferation in Colon Cancer Cells 

through Targeting Mitochondria. J. Nat. Prod.; 01/ 2016. (IF 3.28) 

Wowro SJ, Schmitt KR, Tong G, Berger F, Schubert S.; Effects of mTOR and calcineurin inhibitors 

combined therapy in Epstein-Barr virus positive and negative Burkitt lymphoma cells. Int. 

Immunopharmacol.; 01/ 2016. (IF 2.96) 

Weidner C, Rousseau M, Plauth A, Wowro SJ, Fischer C, Abdel-Aziz H, Sauer S; Melissa officinalis 

extract induces apoptosis and inhibits proliferation in colon cancer cells through formation of reactive 

oxygen species. Phytomedicine; 02/ 2015. (IF 2.94) 

Weidner C, Wowro SJ, Freiwald A, Kodelja V, Abdel-Aziz H, Kelber O, Sauer S; Lemon balm extract 

causes potent antihyperglycemic and antihyperlipidemic effects in insulin-resistant obese mice. Mol. 

Nutr. Food Res.; 04/ 2014. (IF 4.60) 



Publikationsliste 

 

65 

Weidner C, Wowro SJ, Rousseau M, Freiwald A, Kodelja V, Abdel-Aziz H, Kelber O, Sauer S.; 

Antidiabetic effects of chamomile flowers extract in obese mice through transcriptional stimulation of 

nutrient sensors of the peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) family. PLoS One; 11/ 2013. 

(IF 3.53) 

Weidner C, Wowro SJ, Freiwald A, Kawamoto K, Witzke A, Kliem M, Siems K, Müller-Kuhrt L, 

Schroeder FC, Sauer S.; Amorfrutin B is an efficient natural peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma (PPARγ) agonist with potent glucose-lowering properties. Diabetologia; 08/ 2013. (IF 6.88) 

Dane AP *, Wowro SJ *, Cunningham SC, Alexander IE; Comparison of gene transfer to the murine 

liver following intraperitoneal and intraportal delivery of hepatotropic AAV pseudo-serotypes. Gene 

Therapy; 08/ 2012. (IF 4.32) 

Hegele A, Kamburov A, Grossmann A, Sourlis C, Wowro SJ, Weimann M, Will CL, Pena V, Lührmann 

R, Stelzl U; Dynamic protein-protein interaction wiring of the human spliceosome. Molecular cell; 02/ 

2012. (IF 15.28) 

 

6.2 Poster 

Wowro SJ, Tong G, Ebermann N, Lam P, Rolfs N, Schmitt KRL; Assessment of potential strategy for 

neuroinflammation involving moderate hypothermia and cyclosporin A in an ischemia/reperfusion OHSC 

model. 10th ISN&N; 10/2018. 

Schubert S, Wowro SJ, Tong G, Berger F, Schmitt K; Combination of mTOR Inhibitor and Calcineurin 

Inhibitor in EBV-positive and EBV-negative B-lymphocytes. Annual meeting ISHLT; 04/ 2014.  

 

  



Danksagung 

 

66 

7 Danksagung 

 

An erster Stelle möchte ich mich bei meiner Doktormutter Prof. Dr. med. Katharina Schmitt für die 

ausgezeichnete Betreuung, uneingeschränkte Unterstützung, ihr Vertrauen und die vielen hilfreichen 

Diskussionen bedanken. Vielen Dank für Deine stetige Motivation, Inspiration und für die konstruktiven 

Gespräche, die meine Weiterentwicklung enorm gefördert haben. 

Ich danke all meinen Kolleg*innen, die mich in den letzten Jahren im Labor begleitet haben und den 

Arbeitsalltag zu etwas ganz besonderen gemacht haben. Ein besonderer Danke vor allem an Dr. Jana 

Krech, Nele Rolfs, Franka Brey, Phuong Lam, Nalina von Garlen und Maria Walther!  

Vielen Danke an Dr. Giang Tong für das Vertrauen und die Unterstützung in meinen Projekten. Danke 

für Deine großartige Unterstützung und die Hilfe beim Korrekturlesen.  

Ein besonders großer Dank gilt Nora Künzel, die mich nicht nur technisch im Labor großartig unterstützt 

hat und mir immer ratsam zur Seite stand, sondern mir auch eine sehr gute Freundin geworden ist. Die 

Zeit mit Dir im Labor wird mir fehlen.  

Vielen Dank an meine ehemalige Kommilitonin und Freundin Dr. Nadine Paeschke, für die zahlreichen 

Troubleshootings und den Austausch. Danke für Dein immer offenes Ohr und die gegenseitige 

Ermutigung und Bestärkung.  

Zuletzt danke ich meiner Familie, meinen Eltern Gisela und Helmut, meinen Schwestern Sabine und 

Emilia und meinen Schwagern Jarek und Paul für die Motivation, die immer willkommene Ablenkung, 

die bedingungslose Unterstützung und den immerwährenden Rückhalt.  


