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III. Kurzzusammenfassung

Einleitung: Therapeutische Hypothermie (TH) ist die dlteste etablierte Therapie zur
Neuroprotektion im Rahmen einer hypoxisch-ischdmischen Hirnschiddigung. Ein genaueres
Verstdndnis der Mechanismen der Neuroprotektion ist dringend erforderlich sowie Schliissel zur
Entwicklung alternativer oder synergistischer Therapien. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die
Effekte von TH in zwei in vitro Modellen, einer direkten Co-Kultur aus Neuronen und
Mikrogliazellen und separaten Monokulturen aus primédren hippocampalen und corticalen
Neuronen, einer hypoxisch-ischdmischen Hirnschddigung zu untersuchen. Insbesondere die Rolle
von RBM3 soll betrachtet werden. Zusitzlich sollen die Wirkstoffe DADLE und WIN-55,212-2

auf ihre neuroprotektiven und synergistischen Effekte mit TH getestet werden.

Methoden: Die neuronalen HT-22 und mikroglialen BV-2 Zellen wurden in eine direkte
Co-Kultur gebracht. Eine Oxygen-Glukose-Deprivation (OGD) und simulierte Reperfusion
(OGD/R) wurden mittels einer 6-stiindigen Inkubation in Mangelmedium bei 0,2% O, gefolgt von
einer 24-stiindigen Kultivierung in Vollmedium bei 21% O, induziert. Die Kulturen wurden in
eine normotherme (37°C) und TH (33,5°C nach 3h OGD) Versuchsgruppe geteilt. DADLE und
WIN-55,212-2 wurden jeweils fiir den 6-stiindigen OGD-Zeitraum appliziert. Zelltod und RBM3
Proteinexpression wurden mittels LDH Assay und Western Blot untersucht. Die Ergebnisse wurde
in murinen priméren corticalen und hippocampalen Neuronenkulturen, die einer 24-stiindigen
OGD gefolgt von einer 24-stiindigen OGD/R ausgesetzt wurden, wiederholt. DADLE wurde fiir
den OGD Zeitraum appliziert, wihrend die Kiihlung fiir den gesamten Versuchszeitraum induziert
wurde. Es wurde ebenfalls ein LDH Assay durchgefiihrt, sowie die RBM3 Gen- und

Proteinexpression mittels RT-qPCR und Western Blot analysiert.

Ergebnisse: TH schiitzt die HT-22/BV-2 Co-Kultur vor einer Schiddigung durch OGD/R,
gemessen an der LDH Freisetzung der Zellen, wobei der Effekt mit einer Induktion der RBM3
Proteinexpression einhergeht. DADLE allein, sowie DADLE plus TH sind ebenfalls protektiv. Die
alleinige Applikation von DADLE fiihrt, im Gegensatz zur Kombination mit TH nicht zu einer
Zunahme der RBM3 Proteinexpression. WIN-55,212-2 reduziert nur in Kombination mit TH den
Zelltod, wobei der Effekt den der alleinigen TH nicht iibersteigt und nicht mit einer Induktion des

RBM3 Proteins einhergeht. In priméren hippocampalen Neuronen schiitzt nur die Kombination
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aus TH und DADLE vor der OGD/R Schéadigung und ist mit einer fritheren Translation der
induzierten RBM3 mRNA in Protein assoziiert.

Schlussfolgerung: TH schiitzt neuronale Zellen vor Zelluntergang durch OGD/R und fiihrt zu
einer Induktion der RBM3 Gen- und Proteinexpression. Die Substanz DADLE zeigt ein potentes
neuroprotektives Potential und ist mit RBM3-unabhédngigen Mechanismen sowie einer fritheren
Translation der RBM3 mRNA assoziiert. WIN-55,212-2 ist nur in Kombination mit TH protektiv

und supprimiert die Hypothermie-induzierte Hochregulation der RBM3 Proteinexpression.
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EINLEITUNG

IV. Abstract

Introduction: Therapeutic hypothermia (TH) is the oldest established therapy to attenuate
hypoxic/ischemic brain injury. A better comprehension of the underlying mechanism is required
and essential for the development of alternative and synergistic therapies. The aim of this study
was to investigate the effects of TH in two different in vitro models, including a direct co-culture
of neurons and microglia and separate mono-cultures of primary hippocampal and cortical
neurons, exposed to simulated hypoxic/ischemic injury. Specifically, the role of the cold-shock
protein RBM3 was examined. Furthermore, the neuroprotective potential of the substances
DADLE and WIN-55,212-2 as well as their additive and synergistic effects with TH were

evaluated.

Methods: A direct co-culture of HT-22 neuronal and BV-2 microglial cells was established to
investigate oxygen-glucose deprivation (OGD) insult induced by exposure to 0.2% O2 in a
glucose-serum free medium for 6h followed by 24h of replenished nutrients and oxygen simulating
resuscitation (OGD/R). Experimental groups were further divided into normothermic (37°C) and
hypothermic (33.5°C cooling after 3h of OGD) groups. DADLE and WIN-55,212-2 were
separately applied during OGD. Cell viability and RBM3 expression was quantified by LDH
release and Western blotting, respectively. The experiments were repeated in embryonic mouse
primary hippocampal and cortical neuron cultures exposed to OGD for 24h followed by additional
24h of OGD/R. DADLE was applied at experimental start for the duration of OGD, whereas
cooling was performed throughout the whole experiment in the respective groups. LDH was
quantified using a LDH assay and RBM3 gene and protein expressions were assessed by Western

blotting and RT-qPCR, respectively.

Results: TH significantly reduced LDH release following OGD/R injury and is associated with an
increase in RBM3 protein expression. Likewise, DADLE as well as the combination of DADLE
and TH conferred cytoprotective effects. However, only the combinational application led to an
upregulation of RBM3 expression. WIN-55,212-2 was only protective in combination with TH

and suppressed the hypothermia-induced upregulation of RBM3. In primary hippocampal neurons,
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EINLEITUNG

only the combination of TH and DADLE was protective and led to an earlier translation of RBM3
mRNA into protein.

Conclusion: TH protects neuronal cells from hypoxic-ischemic brain injury with the effect
possibly being mediated via an induction of RBM3 gene- and protein expression. DADLE has a
potent neuroprotective potential and in combination with TH is associated with an earlier
translation of RBM3 mRNA into protein. WIN-55,212-2 is only protective in combination with
TH, although the hypothermia-induced RBM3 upregulation is suppressed.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Herzkreislaufstillstand bei Kindern

Ein Herzkreislaufstillstand mit anschlieBender kardiopulmonaler Reanimation auflerhalb des
Krankenhauses im Kindesalter ist mit einer Héaufigkeit von 2-20/100 000 Kinder jéhrlich
beschrieben '?. Hingegen erleiden etwa 100-mal mehr bereits hospitalisierte pédiatrische Patienten
einen Herzkreislaufstillstand '~. Auf einer pédiatrischen Intensivstation betrifft es etwa 2—6 % der

Kinder °.

Die Atiologie des Herzkreislaufstillstandes bei Kindern unterscheidet sich klar von der Atiologie
bei Erwachsenen. Bei pédiatrischen Patienten ist das Ereignis ist in der Regel der terminale

4 Zusitzlich

Zustand progredienter Hypoxie und Azidose infolge respiratorischen Versagens
spielen Schock, Trauma und plotzlicher Kindstod eine Rolle. In seltenen Fillen liegt primér eine
kardiale oder neurologische Ursache zugrunde *°. Daher ist der Herzkreislaufstillstand bei Kindern
als eigenstiindige Entitidt zu betrachten *. Zur genaueren Analyse der Epidemiologie und des
Outcomes konnen der inner- (In Hospital Cardiac Arrest, IHCA) und auBerklinische (Out of

Hospital Cardiac Arrest, OHCA) Herzkreislaufstillstand unterschieden werdend °.

Beziiglich der Uberlebensraten des IHCA wurden in den letzten zwei Dekaden bemerkenswerte
Fortschritte gemacht ’. Die Uberlebensraten bei Kindern sind im Vergleich zu Erwachsenen nach
einem Herzkreislaufstillstand deutlich besser **. Im Gegensatz dazu zeigte sich die Inzidenz und
Uberlebensrate des OHCA von 2007 bis 2012 konstant, wie eine Analyse des nordamerikanischen

ROC-Registers (Resuscitation Qutcomes Consortium) von Fink et al. ergab °.

Die Langzeitfolgen aufgrund des einhergehenden hypoxisch-ischdmischen Hirnschadens stellen
dariiber hinaus eine groBe individuelle, familiire und gesellschaftliche Last dar *°. Dabei reicht
das Spektrum der neurologischen Beeintrachtigung von milden Konzentrations- und
Aufmerksamkeitsstorungen iiber globale kognitive Defizite bis hin zu schwerer

Mehrfachbehinderung °''.
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EINLEITUNG

Es besteht intensiver Forschungsbedarf, um das Uberleben und Outcome von Kindern nach
Herzkreislaufstillstand, insbesondere OHCA, zu verbessern und effektive therapeutische
Strategien zur Behandlung der hypoxisch-ischdmischen Hirnschiddigung zu etablieren. Der

Hintergrund des OHCA stellt die klinische Motivation fiir diese Arbeit dar.

1.2 Mechanismen hypoxisch-ischimischer Hirnschidigung

Die Hirnschiddigung nach Herzkreislaufstillstand ist ein Resultat des globalen zerebralen
hypoxisch-ischdmischen Ereignisses. Durch den Verlust der Pumpfunktion des Herzens im
Rahmen des Herzkreislaufstillstandes kommt es zu einer akuten Minderperfusion des Gehirns mit
sauerstoff- und substratreichem Blut und so zu einem hypoxisch-ischdmischen Ereignis.
Pathophysiologisch sind komplexe molekulare Kaskaden involviert, die durch die Hypoxie und
Ischdmie sowie Reperfusion getriggert werden und noch iiber Stunden bis Tage nach der
erfolgreichen Reanimation fortgesetzt werden, sodass sie schlieBlich zum Untergang neuronaler
Zellen fiihren konnen '*. Die zelluldren und molekularen pathophysiologischen Mechanismen, wie
Exzitotoxizitat, Azidotoxizitat, Verlust der IonenhomoOostase sowie oxidativer und nitritiver
Stress, sind in ihrer Komplexitit noch nicht vollstindig verstanden. Die Relevanz der

Mechanismen variiert zudem unter den beteiligten Zelltypen und Neuronenpopulationen '>'*.

Durch das Erliegen des zerebralen Blutflusses im Rahmen des Herzversagens kommt es zu einem
Austall der kontinuierlichen Versorgung des Gehirns mit Sauerstoff und Glukose. Die
Gehirnzellen haben einen hohen Verbrauch an Sauerstoff und Glukose und sind fast ausschlieBlich

von der oxidativen Phosphorylierung abhingig "

. In Folge des hypoxisch-ischimischen
Ereignisses kommt es zundchst zur anaeroben Glykolyse und durch die Laktatakkumulation
schlieBlich zur zelluldren Azidose. Die oxidative Phosphorylierung stoppt im Verlauf génzlich und
die energiereichen Adenosintriphosphate (ATP) und Kreatinphosphate werden verbraucht. Dies
fithrt zum Versagen der ATP-abhéngigen Ionenpumpen, insbesondere der Na*/K*-ATPase, und
zum Verlust der empfindlichen Ionenhomdostase der Zellen. Das Membranpotential geht verloren

und es kommt zu einer Depolarisation von Neuronen und Gliazellen .

Ausgelost durch die elektrische Erregung der Zellen wird Glutamat ausgeschiittet, ein im zentralen
Nervensystem (ZNS) exprimierter exzitatorischer Neurotransmitter. Die exzessive Freisetzung

von Glutamat und die durch die Bindung an prd- und postsynaptische Glutamatrezeptoren
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ausgelOsten Prozesse stellen den Hauptmechanismus der hypoxisch-ischdmischen Hirnschddigung
dar und werden unter dem Begriff Exzitotoxizitit zusammengefasst '°. Die Glutamatrezeptoren
lassen sich in zwei Familien unterteilen, die metabotropen und ionotropen Rezeptoren. Erstere
fiihren zu einer Aktivierung von Phospholipase C und Inhibierung der Adenylylzyklase. Die
Letzeren, ionotropen Rezeptoren, lassen sich wiederum aufgrund ihrer unterschiedlichen
Sensitivitidt gegeniiber den Agonisten NMDA (N-methyl-D-aspartate), KA (kainic acid) und
AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) in drei distinkte Typen
unterteilen. Allein der NMDA-Rezeptor fiihrt zu einer direkten Erh6hung der Ca**-Permeabilitit
der Zelle, wihrend die beiden iibrigen sekundér iiber Na* und K* Strome und die resultierende

Depolarisierung zu einer Erhthung des intrazelluliren Ca** fiihren .

Der exzessive Ca**-Influx fiihrt in der Folge zur Initiierung weiterer Signalkaskaden, die iiber die
Aktivierung von Proteasen, Lipasen und Kinasen, sowie die Bildung freier Radikale und
Stickstoffmonoxid (NO) '* weitere katabole Prozesse in Gang setzten, an dessen Ende der Zelltod

1619 Der zentrale Mediator der

in Form von Apoptose, Autophagie und Nekrose steht
Nekrosekaskade ist Calpain, welches durch hohe intrazellulire Ca’*-Konzentrationen aktiviert
wird. Die Charakteristika dieses Zelltodtyps sind Vakuolisierung und Zellschwellung. Bei der
Autophagie steht die lysosomale Degradierung der Zellbestandteile im Vordergrund. Die
Apoptose, der programmierte Zelltod, zeichnet sich durch spezifische Zellkernverdnderungen und
Schrumpfung der Zelle aus, welche schlieBlich zur Phagozytose durch Immunzellen fiihren. Die
Apoptose kann durch den intrinsischen und extrinsischen Signalweg aktiviert werden, wobei
Caspasen die zentrale Rolle spielen '°. Der intrinsische Signalweg wird durch intrazellulire
Apoptose-Signale, wie mitochondriale Dysfunktion und Schidigung der Desoxyribonukleinsédure
(DNA) aktiviert. Das Gleichgewicht zwischen pro-apoptotischen und anti-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2 Superfamilie verschiebt sich in Richtung der Apoptose, was schlieBlich dazu
fiihrt, dass mitochondriales Cytochrom c freigesetzt wird. Dieser Faktor bildet in einem
energieabhiingigen Prozess einen zytosomalen Komplex mit APAF-1 (apoptotic protease-
activating factor 1), welcher als Apoptosom die Caspase 9 aktivieren kann. Diese wiederum
aktiviert die Caspase 3, die letztendlich zur Apoptose fiihrt. Uber den extrinsischen Weg knnen
extrazelluldre Signale durch Bindung an sogenannte Todesrezeptoren, wie Fas, zur Aktivierung
der Apoptosekaskade fiihren. Zentraler Mediator ist hier die Caspase 8, welche schliellich in der
Aktivierung der Caspase 3 und so letztlich dem programmierten Zelltod miindet. Auf einem dritten

Weg kann die Apoptose durch den Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) initiiert werden. AIF
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wird direkt von den Mitochondrien sezerniert und stellt einen Caspase-unabhédngigen Signalweg

dar %,

Durch die Aktivierung von Phospholipase A, und Cyclooxygenase infolge des Ca**-Exzesses
sowie durch eine mitochondriale Dysfunktion aufgrund des Energiemangels kommt es zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), welche das antioxidative Potential der Zelle iibersteigen und
so zum oxidativen Stress fiihren. Die Folge sind Lipidperoxidationen und Beschéddigung von
Membranen, Mitochondrien und DNA ', Dariiber hinaus fiihrt die verstirkte Bildung von NO
durch die Ca**-sensitive NO-Synthase zu einer zusétzlichen Gewebeschidigung '*. Das destruktive
Potential von ROS und NO wird zudem durch ihre Kombination zu Peroxynitrit gesteigert .
SchlieBlich fiihrt die Gewebeschiddigung und Modifikation der Makromolekiile ebenfalls zur
Induktion von Apoptose, Nekrose und Autophagie .

Die Hirnschiddigung endet allerdings nicht prompt nach Wiederherstellung der zerebralen
Perfusion mit sauerstoff- und glukosereichem Blut, sondern setzt sich dartiber hinaus fort. Grund
dafiir ist unter anderem die verstédrkte Bildung von ROS infolge der wiederhergestellten Zufuhr
von Sauerstoff als Substrat *'. Die dominierende Modalitiit des Zelltodes wiihrend der Reperfusion
ist die Apoptose. Sie ist vom intrazellularen ATP-Level abhingig und wird so durch die
Regeneration der energiereichen Phosphate nach Wiederherstellung der Sauerstoff- und

Glukoseversorgung verstirkt *%,

Zusidtzlich wird infolge der hypoxisch-ischimischen Gewebeschidigung eine langwierige
Entziindungsreaktion ausgeldst, die bei der Protrahierung der Hirnschadigung eine Rolle spielt. Es
kommt zur Ausschiittung von proinflammatorischen Mediatoren, wie Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) und Interleukin-1 durch Astrozyten, Mikroglia- und Endothelzellen **. Durch die
Zytokine wird eine Migration von Zellen des Immunsystems zum Ort der Schidigung stimuliert
und eine weitere Verstiirkung der Entziindungsreaktion ausgeldst **. Diese inflammatorische und
immunologische Reaktion findet verstidrkt wihrend der Reperfusionsphase statt und ist durch
phagozytische Aktivitdit der Makrophagen, Bildung weiterer toxischer Produkte und eine
fortgehende Stimulation der Immunantwort fiir den spiiten Zelltod mitverantwortlich . Allerdings
ist auch zu beachten, dass die inflammatorische Reaktion nicht ausschlieBlich neurotoxisch ist,
sondern aufgrund der gleichzeitigen Sezernierung neuroprotektiver Mediatoren eine duale
Funktion besitzt *°. Die Prozesse, die sekundir nach Wiederherstellung der Sauerstoff- und

Nihrstoffversorgung zum Zelltod fiihren, werden als Reperfusionsschaden zusammengefasst *°.
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13 Die duale Rolle der Mikrogliazellen in hypoxisch-ischimischer

Hirnschidigung

Mikrogliale Zellen sind die ortsstindigen, immunkompetenten Zellen des Gehirns, welche mit
ihren beweglichen zelluldren Ausliufern eine permanente aktive Uberwachung des Gewebes
durchfiihren und jederzeit bereit sind zu sogenannter aktivierter Mikroglia zu transformieren.
Diese Transformation beinhaltet eine Anderung der Zellform, der Genexpression und der
funktionalen Eigenschaften der Zellen. Mikrogliazellen zeigen im aktivierten Zustand amoboide
Fahigkeiten und konnen, angelockt durch Chemotaxine, zum Ort der Schiddigung migrieren.
Dariiber hinaus konnen diese Zellen im aktivierten Status proliferieren, phagozytieren,
Oberflaichenmolekiile zur Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion exprimieren, und
proinflammatorische sowie antiinflammatorische Faktoren sezernieren *’. Der Zustand der
Aktivierung ist allerdings nicht, wie lange angenommen, eine Alles-oder-Nichts-Reaktion,

sondern vielmehr ein mehrphasiger, anpassungsfihiger und kontextabhingiger Prozess **.

Welche modulatorische Rolle Mikrogliazellen bei der Vermittlung von neuronaler Schidigung,
beispielsweise durch Exzitotoxizitit, spielen, konnte eindriicklich anhand der Diversitit der
mikroglialen Populationen und damit einhergehender unterschiedlicher Vulnerabilitit der
hippocampalen CA1 und CA3 Regionen gezeigt werden **. Mikrogliazellen konnen abhingig von
threm Aktivierungsprofil neuroprotektive und neurotoxische Eigenschaften zeigen. Agieren sie
proinflammatorisch, konnen sie durch Sezernierung von ROS, NO oder TNF-o Neurone
schiidigen . Diese Funktion ist von der Art des Stimulus und vom Zustand der Aktivierung

28

abhingig ~°. Die neuroprotektiven Eigenschaften der Mikrogliazellen wurden mehrfach
demonstriert. Beispielsweise in einer Studie an einem transgenetischen Mausmodell, in welchem
die Applikation von Ganciclovir zu einem Proliferationsstopp der Mikrogliazellen fiihrt. Setzt man
diese Miuse einer transienten Okklusion der Arteria cerebri media unter Ganciclovir-Gabe aus, ist
das Infarktareal signifikant grofler als bei intakter mikroglialer Proliferation. Diese zunehmende
InfarktgroBe ist mit einer verstirkten neuronalen Apoptose assoziiert *'. In weiteren Tiermodellen
konnte gezeigt werden, dass die Migration exogen zugefiihrter Mikrogliazellen zum Ort einer

3233 Diese

zerebral ischdmischen Schiddigung zu einer signifikanten Neuroprotektion fiihrt
Neuroprotektion war mit erhohter Expression neurotrophischer Faktoren assoziiert, die aus dem

Hirngewebe selbst und von den Gliazellen abstammten 2. Neumann et al. konnten zeigen, dass die
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mikroglialen Zellen ihre neuroprotektive Funktion in enger Zell-Zell-Interaktion mit den

Neuronen ausfiihren **

. Die Mikrogliazellen sind also nicht nur fiir Inflammation und
Immunabwehr, sondern auch fiir den stidndigen Erhalt der Gewebshomoostase, Schutz vor
pathogenen Faktoren, die die funktionelle und strukturelle Integritit des ZNS bedrohen, und

Reparatur geschidigten Gewebes zustindig **.

Interessanterweise kann Hypothermie ein Stimulus sein, welcher die Aktivierung der
Mikrogliazellen in Richtung eines antiinflammatorischen Phénotyps fordert. So konnten Diestel
et al. zeigen, dass Mikrogliazellen in einem Protokoll aus Kiihlung und Wiedererwdrmung unter
Stimulation mit Lipopolysaccharid vermehrt die antiinflammatorischen Zytokine Interleukin-10
und Interleukin-1-Rezeptorantagonist exprimieren. Zudem wird der nukledre Faktor ®B (NFxB),
ein zentraler Transkriptionsfaktor der Immunantwort, verstirkt inhibiert und die Phagozytose
gesteigert *°. Mikrogliazellen konnten also an der Vermittlung der Hypothermie-induzierten
Neuroprotektion beteiligt sein. In der vorliegenden Arbeit sollen somit in einem Zellkulturmodell
aus Mikrogliazellen und Neuronen die neuroprotektiven Eigenschaften der therapeutischen
Hypothermie (TH) nach hypoxisch-ischdmischer Schidigung auf zelluldrer und molekularer

Ebene untersucht werden.

14 Therapeutische Hypothermie

TH bezeichnet die gezielte und kontrollierte Reduktion der Korperkerntemperatur. Dabei setzt sich
die Intervention aus den drei Phasen Induktion, Aufrechterhaltung und Widererwédrmung
zusammen. Definitionsgemdll beginnt eine Hypothermie ab einer Korpertemperatur < 36 °C,
wihrend milde TH die gezielte Reduktion auf 34,0-35,9 °C und moderate TH den Zielbereich von
32,0-33.,9 °C bezeichnet *. Da die Zieltemperatur phasenabhiingig ist, hat sich der Oberbegriff
targeted temperature management (TTM) in der Klinik etabliert. Neben der TH, also einem
hypothermen TTM, hat das normotherme TTM mit einer Zieltemperatur von ca. 36 °C zur
Fiebervermeidung grofle Anerkennung in der Neurointensivmedizin nach einer Hirnschiddigung

gefunden *°.

1.4.1 Anwendung der therapeutischen Hypothermie nach Herzkreislaufstillstand

Die élteste klinisch wirksame Therapie zur Verbesserung des Outcomes und zur Linderung einer

hypoxisch-ischimischen Hirnschidigung ist die TH *. Bei Neugeborenen mit hypoxisch-
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ischdmischer Enzephalopathie in Folge perinataler Asphyxie konnte die Effektivitit der TH im

37-42

entwicklungsneurologischen Kurz- und Langzeit-Outcome gezeigt werden und hat zu einer

festen Integration der neuroprotektiven Intervention in die klinische Praxis gefiihrt.

Ebenso konnte bei Erwachsenen, die nach einer erfolgreichen Reanimation eines OHCA komatds
blieben, die Wirksamkeit einer Behandlung mit TH nachgewiesen werden **. In der Studie von
Bernard et al. zeigte sich eine signifikante Verbesserung des Outcomes, gemessen an den
neurologischen Funktionen bei Krankenhausentlassung . Dies deckt sich mit den Ergebnissen
der Hypothermia after Cardiac Arrest Study Group, die ein besseres neurologisches Outcome und
eine Senkung der Mortalitit 6 Monate nach OHCA durch TH zeigen konnten *. Gegenstand
kontroverser Diskussion ist allerdings, ob die TH, im Sinne eines hypothermen TTM, einem

normothermem TTM iiberlegen ist **’.

Gegenstand intensiver Forschung ist dariiber hinaus die Effektivitidt der TH in der pédiatrischen
Population des OHCA. Moler et al. konnten zeigen, dass TH in 20 % zu einem 1-Jahres-Outcome
mit guten neurologischen Funktionen fiihrte, wéhrend das normotherme TTM nur in 12 % der
Fille mit guten neurologischen Funktionen nach einem Jahr assoziiert war. Nach einem Jahr hatten
aullerdem 38 % der Patienten nach TH und 29 % der Patienten nach normothermen TTM tiberlebt.
Allerdings ergab die statistische Analyse keine Signifikanz der Ergebnisse *. Dennoch
demonstrieren die Resultate dieser grolen multizentrisch randomisiert prospektiven Studie das
groBe neuroprotektive Potential der TH nach einer hypoxisch-ischdmischen Hirnschiddigung. Die
Fachgesellschaften empfehlen ein normothermes oder hypothermes TTM zur Neuroprotektion

nach OHCA bei Kindern ¥.

Ein differenziertes Assessment des Langzeit-Outcomes der Patienten ist notwendig, um einen
moglichen Vorteil eines normothermen oder hypothermen TTM genauer zu untersuchen und die

optimale Therapie fiir die Patienten etablieren zu kénnen *.

1.4.2 Neuroprotektive Mechanismen der therapeutischen Hypothermie in
hypoxisch-ischidmischer Hirnschddigung

Zu den akuten Effekten der TH zédhlen eine Suppression des Metabolismus und Reduktion des

Sauerstoff- und Glukosebedarfs . Im Gehirn fiihrt dies zu einer Senkung des zelluliren

Energiemetabolismus um 6-10 % pro gesenktes Grad der Korpertemperatur . Folglich kommt

es zu einer Erhaltung der energiereichen Phosphate ** und Reduzierung der Laktatazidose der
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Zellen. Hierdurch kann die Ionenhomdostase und somit das Membranpotential aufrechterhalten
werden . Dies wiederum reduziert die Exzitotoxizitit, auf mehreren Ebenen der destruierenden
Kaskade. Die Kiihlung fiihrt so unter anderem zu einer verringerten Ausschiittung von Glutamat
in den extrazelluliren Raum *°. Zudem reduziert sie den Ca**-Einstrom und folglich die
Hyperexzitabilitdt der Neurone *°. Allerdings ist der temperaturabhingige Einfluss auf den
Energiemetabolismus der Zelle bei weitem nicht der einzige zytoprotektive Mechanismus der TH,

worauf die Effekte bei bereits milder Hypothermie deutlich hinweisen **’.

Dariiber hinaus kommen subakute Mechanismen der TH zum Tragen und fiihren dazu, dass eine
Initiierung der Kiihlung auch nach Beendigung des schiddigenden Ereignisses einen protektiven
Effekt hat . Die Evidenz aus zahlreichen in vitro und in vivo Studien zeigt, dass TH in nahezu
alle Signalkaskaden eingreift, die zum sekundiren Zelltod infolge eines hypoxisch-ischdmischen

Ereignisses fiihren. Dazu zihlen Apoptose, Inflammation, und oxidativer Stress *°.

Insbesondere die Apoptose kann noch iiber Stunden bis Tage nach Beendigung des
hypoxisch-ischdmischen Ereignisses zum neuronalen Zelltod beitragen und bietet daher ein gutes
Ziel und relativ breites therapeutisches Fenster fiir die Hypothermie ***°. Kiihlung interferiert mit
dem intrinsischen Signalweg des programmierten Zelltodes durch Hemmung der
pro-apoptotischen Proteine aus der Bcl-2 Familie und Induktion des anti-apoptotischen Bcl-2.
Zudem reduziert die TH die Freisetzung von Cytochrom c und schlieflich die Aktivierung der
Caspasen *>**. Auch die extrinsische Kaskade der Apoptose-Induktion wird durch Kiihlung
beeinflusst. TH reduziert sowohl den Rezeptor Fas als auch seinen Liganden FasL und fiihrt

schlieBlich zu einer geringeren Aktivierung der Caspase 8 *.

Die Entziindungsreaktion nach einem hypoxisch-ischdmischen Ereignis im ZNS kann den
neuronalen Schaden exazerbieren. Kiihlung schwicht die schddigenden Prozesse auf mehreren
Ebenen ab. So reduziert TH die Zahl der neutrophilen Granulozyten und aktivierten
Mikrogliazellen und die Sezernierung zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren, wie ROS und

NO “®' Auch die nukleire Translokation und damit Wirkung von NF-»xB wird supprimiert *.

Weiterhin fiihrt die mitochondriale Dysfunktion zur Bildung freier Radikale, welche entscheidend
an der hypoxisch-ischdmischen Schidigung der neuronalen Zellen beteiligt sind. Kiihlung nach
hypoxisch-ischdmischer Schiddigung und Reperfusion fiihrt zu einer signifikanten Reduktion

dieser Radikale und triigt so zur Attenuierung des Reperfusionsschadens bei >,
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Die Festlegung der optimalen Temperatur, Kiihlungsrate, -dauer, sowie Wiedererwdarmungsrate
und -dauer sind stets Gegenstand aktueller Forschung und nicht abschlieBend determiniert *°. Auch
der optimale Zeitpunkt des Kiihlungsbeginns bleibt unklar. Tierexperimentelle und klinische
Studien geben jedoch deutliche Hinweise darauf, dass das therapeutische Fenster fiir eine
neuroprotektive Intervention eng ist und eine moglichst friihe Initiierung der TH essentiell fiir den
protektiven Effekt ist ®*. So wurde fiir die vorliegenden Experimente mit der HT-22/BV-2
Co-Kultur das von Tong und Walker publizierte Zeit-Temperatur-Protokoll mit einem
intraischdmischen Beginn der TH gewdhlt. In ihrem Modell aus HL-1 Kardiomyozyten konnten
die beiden Autoren zeigen, dass die intraischdmische Kiihlung einer postischdmischen iiberlegen
ist >*. Um die Modalitit der TH Intervention weiter zu optimieren ist weitere Forschung und ein
besseres Verstidndnis der zugrunde liegenden molekularen und zelluldiren Mechanismen

erforderlich.

1.5 Das Kiilteschockprotein RBM3

Obwohl Hypothermie generell zu einer Reduktion der Stoffwechselrate und zu einer Suppression
der Proteinexpression fiihrt ©*, wird die Expression einer kleinen Gruppe von Kilteschockproteinen
durch Kiihlung induziert. Dazu gehort auch das RNA binding motif protein 3 (RBM3), welches
eine Glycin-reiche Carboxyl-Endung besitzt und sowohl Ribonukleinsidure (RNA) als auch DNA
binden kann **. RBM3 ist, wie das homologe Cold-inducible mRNA binding protein (CIRP),
evolutionér hoch konserviert. Es wird in Sdugetieren vor allem in der friihen postnatalen Periode
exprimiert und ist daraufhin in geringem MaBe in multiplen Hirnregionen zu finden ®*®. Seine
subzelluldre Lokalisation wurde in den Zellkernen und heterogenen Granula in den Dendriten der

" 7Zudem konnten Smart et al. eine Co-Lokalisation des

neuronalen Zellen beschrieben
Kilteschockproteins mit Boten-RNA (mRNA) und den multiplen Komponenten des zelluldren
Translationsapparates beobachten. Es findet sich eine dynamische Regulation des Proteins im sich
entwickelnden Gehirn mit Hinweisen auf einer Beteiligung an Prozessen wie Proliferation,

Differenzierung und Plastizitit .

In vielen Geweben jenseits des Entwicklungsstadiums bleibt die Fihigkeit der RBM3
Uberexpression auf bestimmte Stress-Stimuli erhalten. Speziell fiir die Subgruppe der Glycin-
reichen RNA-bindenden Proteine, wie RBM3, konnte gezeigt werden, dass sie durch Stress,

insbesondere Kilte, induzierbar sind ”'. Die temperaturabhiingige Regulation von RBM3 ist
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hochsensibel, so reicht bereits eine Reduktion der Temperatur um 1 °C aus, um eine Induktion zu
bewirken . In hippocampalen Hirnschnitten konnte gezeigt werden, das moderate Hypothermie
(33,5 °C), jedoch nicht tiefe Hypothermie (17 °C) zu einer verstdrkten Expression von RBM3 fiihrt
7. Auch in neuronalen HT-22 Zellen und in einer HT-22/BV-2 Co-Kultur lieB sich eine RBM3
Hochregulation nach moderater, sowie tiefer Hypothermie beobachten. Diese blieb jedoch in einer
reinen BV-2 Kultur aus ”*. Hingegen fiihrt Hyperthermie (39 °C) zu einer Suppression der RBM3

Level in in vitro ® und in vivo Experimenten 7.

Auch Hypoxie kann als Stimulus auf die Regulation der Genexpression von RBM3 wirksam
werden. In humanen und murinen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass milde (8 % O,), sowie
schwere (1 % O,) Hypoxie zu einer Induktion von RBM3 fiihren 7. In in vivo Studien fiihrte eine
schwere Hypoxie hingegen zu einer Herunterregulation von RBM3 . Stress, wie Hypoxie, ist also

nicht immer ein Induktor, sondern moglicherweise auch ein Inhibitor von RBM3 7.

Es wird angenommen, dass RBM3 eine Rolle bei der post-transkriptionalen Genregulation als
Reaktion auf einen Kiltestimulus spielt und dazu beitrédgt, dass die Translation von RNA auch bei
kilteren Temperaturen stattfinden kann ®. RBM3 fungiert als eine Art RNA Chaperon und ist an
der Modifizierung des Mikro-RNA-Levels (miRNA), einem Faktor der post-transkriptionalen
Regulation, beteiligt. So konnten Dresios et al. zeigen, dass RBM3 die globale Proteinsynthese

steigern kann ¢

. RBM3 wird im Gehirn in zahlreichen Hirnregionen exprimiert. Eine
Uberexpression fiihrte zur Verstirkung der globalen Translation, der Formation von
Polyribosomen und der Aktivierung von Initiationsfaktoren. Die Autoren Smart et al. postulierten
daher fiir RBM3 eine entscheidende Rolle bei der Verstarkung der Translation in neuronalen
Zellen ™. Dariiber hinaus wurden RBM3 anti-apoptotische und pro-proliferative, sowie

protoonkogene Eigenschaften zugeschrieben, die fiir das Zelliiberleben essentiell sind ™.

Interessanterweise konnte auch eine signifikante Hochregulation von RBM3 ubiquitér in allen
Geweben des Winterschlaf haltenden Erdhornchens, wihrend der Wintermonate detektiert werden
7. Die Funktion von RBM3 als Uberlebenspromotor insbesondere unter hypothermen
Bedingungen macht das Protein zu einem potenten potentiellen Vermittler der Hypothermie-
induzierten Neuroprotektion. Chip et al. konnten diese Rolle von RBM3 an hippocampalen
Hirnschnitten eindriicklich zeigen ®. Auch in neurodegenerativen Erkrankungen spielt RBM3 eine
Rolle, wie kiirzlich in einer Studie von Peretti et al. demonstriert wurde. Ein Versagen der RBM3

Stressreaktion ist moglicherweise fiir den Untergang von Synapsen verantwortlich, wihrend sich
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die Hochregulation von RBM3 durch Hypothermie oder gentechnische Induktion als protektiv
erwies. Die Autoren demonstrierten, dass RBM3 iiber eine Einflussnahme auf die synaptische

Plastizitit die neuronale Degeneration reduziert und den Krankheitsverlauf positiv beeinflusst ¥.

Die weitere Charakterisierung der Funktion von RBM3 und seiner Rolle bei der Vermittlung
endogener Reparatur- und Resistenzmechanismen sowie der Hypothermie-induzierten
Neuroprotektion konnten zu einem besseren Verstdndnis der Wirkmechanismen der TH beitragen.
Dariiber hinaus konnte RBM3 als Ziel synergistischer Strategien zur Potenzierung der
Neuroprotektion durch TH dienen. Die Dringlichkeit der Entwicklung neuer Strategien wird
insbesondere vor dem Hintergrund potentieller Nebenwirkungen der physikalischen Kiihlung **
und der Grenzen der Durchfiihrbarkeit deutlich, mit denen die frithe Kiihlung eines OHCA-
Uberlebenden in der Erstversorgung konfrontiert sein kann ***'. Zudem ist die Wirksamkeit der
TH insbesondere bei schweren Fillen einer hypoxisch-ischimischen Hirnschiadigung
eingeschriinkt ***'. Ein pharmakologischer Induktor der RBM3 Expression konnte die breiten
Effekte der TH auf die Zelltodkaskaden wihrend einer hypoxisch-ischdmischen Schéidigung
simulieren oder in Kombination mit TH potenzieren und wire ein moglicher potenter
Neuroprotektor. Dies konnte eine breitere klinische Wirksamkeit und Anwendung der TH

ermoglichen.

1.6 Pharmakologische Neuroprotektion

1.6.1 [D-Ala2, D-Leu5] Enkephalin (DADLE)

Das Phidnomen Winterschlaf in der Tierwelt ist das Resultat komplexer physiologischer
Anpassungsreaktionen und ein Modell fiir endogene Toleranz gegeniiber sauerstoff- und
ndhrstoffarmen Bedingungen. Das grofle Interesse am Verstdndnis der zugrunde liegenden
Prozesse und Mechanismen basiert auf der Hoffnung sie zur Induktion einer
hypoxisch-ischimischen Toleranz im Rahmen pathologischer Ereignisse zu nutzen *. Auf der
Suche nach Auslosern des Winterschlaf-Status wurde der Hibernation induction trigger (HIT), ein
88 kDa groBes Polypeptid, mit einem Opioid-dhnlichen Wirkmechanismus identifiziert ***.
Insbesondere der 8-Opioid-Rezeptor (DOR) ist an der Wirkung dieses Proteins beteiligt und die
Applikation des spezifischen Agonisten [D-Ala2, D-Leu5] Enkephalin (DADLE), dem

metabolisch stabile Analogon des endogenen 8-Opioid Enkephalins, fiihrt interessanterweise
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ebenfalls zu einer Induktion des Winterschlaf-Status in Erdhdrnchen *. Dariiber hinaus ist das
DOR-System an der Vermittlung organprotektiver Effekte einer ischdmische Priakonditionierung
beteiligt ¥. Aufgrund dieser potenten Fihigkeiten wurde DADLE griindlich hinsichtlich einer
moglichen Toleranzsteigerung gegeniiber Hypoxie-Ischdmie und insbesondere neuroprotektiver

Eigenschaften im Rahmen zahlreicher in vivo und in vitro Modelle untersucht .

Chien et al. konnten zeigen, dass DADLE und HIT die Uberlebenszeit von Organtransplantaten

um das Dreifache verléingern kénnen **

und dabei auerdem zu guten Organfunktionen fiihren
% Tsao et al. fanden dariiber hinaus, dass DADLE auch neuroprotektive Eigenschaften aufweist.
Sie demonstrierten, dass die systemische Applikation von DADLE vor dem Verlust dopaminerger
Synapsen im Striatum infolge der Noxe Methamphetamin (METH) schiitzt. Dabei entfaltet
DADLE seine Wirkung nicht nur iiber den DOR, sondern weist auch antioxidative Eigenschaften
auf und triigt zur Eliminierung freier Radikale bei °'. Dariiber hinaus wird DADLE auf genetischer

Ebene aktiv und blockiert die METH-induzierte Genregulation von c-fos und p53 2.

Neben der Protektion gegen die Noxe METH konnte die Wirksamkeit des DOR-Agonisten in einer
Vielzahl weiterer zentralnervoser Schiddigungsmodelle demonstriert werden. So konnte sich
DADLE beispielsweise in einem Parkinson Mausmodell ebenfalls als neuroprotektiv erweisen *.
AuBerdem findet sich reichlich Evidenz fiir eine DADLE-vermittelte Protektion vor einer
hypoxisch-ischdmischen Schiddigung im ZNS. Das Opioid schiitzt die neuronale PC12-Zelllinie
und primire corticale Neurone gegen einen ischimischen oder hypoxischen Schaden ***. Die
Applikation von DADLE in in vivo Hirninfarkt-Modellen konnte vor Nekrose und Apoptose
schiitzen ***’. Der friihe protektive Effekt vor der Ischimie-Reperfusionsschidigung von DADLE
war hierbei liber den DOR vermittelt, wihrend den spiten Effekten das Abfangen freier Radikale,
die antioxidative Eigenschaft und die Freisetzung neurotrophischer Faktoren zugrunde lagen *.
Die zelluliren Mechanismen der DADLE-induzierten Neuroprotektion umfassen
zusammengefasst die Stabilisierung der Ionenhomdostase ***°, die Inhibierung der Exzitotoxizitiit,
eine gesteigerte antioxidative Kapazitit, Hemmung der Apoptosekaskaden, Stimulierung von
Uberlebenssignalen sowie schlieBlich die Steigerung der endogenen Opioid-Freisetzung und

DOR-Expression ’.

RBM3 konnte einen moglichen Link zwischen DADLE und den durch das Opioid induzierten
Anpassungsvorgédngen zur Toleranzsteigerung gegeniiber hypoxisch-ischdmischen Bedingungen

darstellen. Die Hochregulation von RBM3 in winterschlafenden Erdhdrnchen konnte als
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potentieller Mediator der Anpassungsvorginge wihrend des Winterschlafes identifiziert werden
7 RBM3 gilt zudem als zentraler Vermittler der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion ®. Der
Opioid-Agonist DADLE, als ein Induktor des Winterschlafes "** mit potenten neuroprotektiven
Eigenschaften ’, konnte somit mdglicherweise iiber eine Hochregulation von RBM3 als Initiator
endogener Anpassungsvorginge fungieren und die Toleranzsteigerung der Zellen bewirken.
Dadurch konnte DADLE die Effekte der TH imitieren oder potenzieren. Die Uberlegung, dass
DADLE die Protektion durch TH verstidrken oder ersetzen konnte findet weiterhin Unterstiitzung
durch experimentelle Evidenz, die zeigt, dass das DOR-Systems an der Vermittlung der Effekte
der TH beteiligt ist '°. Besonders vor dem klinischen Hintergrund des Herzkreislaufstillstandes ist
DADLE ein attraktiver Wirkstoff, da er neben den neuroprotektiven auch kardioprotektive
Eigenschaften besitzt 87.101 Tn dieser Arbeit soll daher untersucht werden, ob die neuroprotektiven
Effekte von DADLE mit denen der TH vergleichbar sind, einen Synergismus mit TH zeigen und
iiber RBM3, den potentiell gemeinsamen Effektor, vermittelt werden. Nach unserem
Kenntnisstand ist dies die erste Arbeit, die eine Regulation von RBM3 durch DADLE auf Protein-

und Genexpressionsebene untersucht.

1.6.2 WIN-55,212-2

WIN-55,212-2, ein synthetischer Cannabinoid-Rezeptor Agonist, ist ein weiterer potentiell
potenter Kandidat zur pharmakologischen Neuroprotektion. Er weist neuroprotektive
Eigenschaften auf zellulirer Ebene auf und induziert dariiber hinaus dosisabhingig eine

102 Cannabinoide und ihre

Hypothermie durch Einfluss auf die hypothalamische Thermoregulation
Rezeptoren gehdren einem endogenen System an, welches an der Kontrolle der synaptischen
Transmission, der Gedédchtnismodulation, Nozizeption, Thermoregulation und Steuerung des
Appetits beteiligt ist '”. Dariiber hinaus haben Cannabinoide auch zahlreiche Effekte auf periphere
Organe, insbesondere auf das Immunsystem '*. Die physiologischen Endocannabinoide werden
durch die Spaltung von Membranlipiden gebildet '”. Sie wirken, wie auch das synthetische
Aminoalkylindol-Derivat ~ WIN-55,212-2, iiber die Bindung an die spezifischen
Membranrezeptoren CB, und CB, '®. Der CB,-Rezeptor, ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, ist
fir die meisten Verhaltenseffekte und psychotrophischen Wirkungen der Cannabinoide
verantwortlich. Die aktivierten intrazelluléren Signalkaskaden fiihren zum SchlieBen von Ca**-

Kanilen, Offnen von K*-Kanilen, zur Inhibierung der Adenylylzyklase und Aktivierung von

Proteinkinasen. Das Ergebnis ist die Modulation synaptischer Transmission und die Anderung der
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neuronalen Genexpression '”. Allerdings konnte auch ein Effekt in CB-null Miusen gemessen
werden, sodass die Existenz weiterer dhnlicher Rezeptoren, anzunehmen ist 105196 Auch der CB,-
Rezeptor wird im ZNS exprimiert. Er ist insbesondere auf aktivierten Mikrogliazellen zu finden
% Eine Aktivierung des CB,-Rezeptors ist in die Endocannabinoid-gesteuerte
Proliferationszunahme von Immunzellen und ihre Migration in Richtung geschéddigter Neurone

involviert 07198,

Zugleich wird die Sezernierung und Freisetzung neurotoxischer und
proinflammatorischer Faktoren reduziert '®. Auch die Zelllinie der mikroglialen BV -2 Zellen
exprimiert den CB,-Rezeptor 7. WIN-55,212-2 zeigt eine etwa 2-fach hohere Affinitit zum CB,-

als zum CB,-Rezeptor '*°.

Zahlreiche Ergebnisse aus in vitro Studien legen eine enge Verkniipfung des Cannabinoid-Systems
mit Neuroprotektion nahe. Die Effekte werden iiber eine Abschwiéchung der Exzitotoxizitdt durch
Inhibierung des NMDA-Rezeptors, die Reduktion der Produktion proinflammatorischer Zytokine
und des oxidativen Stresses vermittelt '*''°. Corticale Neurone werden durch WIN-55,212-2 vor
einer Schiddigung durch Oxygen-Glukose-Deprivation (OGD) geschiitzt, wobei dieser Effekt auf

111

CB,- und CB,-unabhingigen Mechanismen beruht .

Auch in vivo konnte das neuroprotektive Potential von WIN-55,212-2 und weiteren
Cannabinoiden gezeigt werden. So konnte bei Ferkeln mit einem globalen
hypoxisch-ischdmischen Ereignis der klinische und histologische Hirnschaden infolge einer
Cannabidiol-Applikation signifikant reduziert werden, ohne dabei kurzzeitige systemische

Nebenwirkungen zu erzeugen '

In neonatalen Ratten mit hypoxisch-ischdmischer
Enzephalopathie konnte ebenfalls ein Magnetresonanz-morphologischer und histologischer

neuroprotektiver Effekt nach WIN-55,212-2 Gabe demonstriert werden '

Der Anteil der Effekte durch die induzierte systemische Hypothermie neben den
pharmakologischen zelluldiren Mechanismen an der Neuroprotektion durch Cannabinoide ist

102

jedoch zu beachten ™. Moglicherweise konnte diese pharmakologische Induktion von

Hypothermie der physikalischen Kiihlung mit ihren Nebenwirkungen und der begrenzten
Durchfiihrbarkeit iiberlegen sein '"°. Auch ein kombinierter Einsatz von WIN-55,212-2 und TH

zur Wirkungsverstirkung ist denkbar '*.

In unserem OGD-Modell einer HT-22/BV-2 Co-Kultur sollen die immunmodulatorischen und

neuroprotektiven Effekte von WIN-55,212-2 und ein moglicher Synergismus mit TH untersucht
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werden. Auch die Regulation von RBM3 als zentraler Mediator der Hypothermie-induzierten

Neuroprotektion durch WIN-55,212-2 ist Gegenstand der Analysen.

1.7 Ziel der Arbeit

TH ist eine effektive Therapie zur Verbesserung der neurologischen Funktionen nach einem
hypoxisch-ischdmischen zerebralen Ereignis. Die Komplexitidt der Wirkmechanismen ist nicht
vollstindig verstanden, das neuroprotektive Potential der TH jedoch aufgrund zahlreicher
experimenteller Evidenz anerkannt *. Trotzdem sind die Ergebnisse klinischer Studien hiufig
nicht konklusiv und die Translation in die klinische Praxis bleibt schwierig. Zudem ist die
Wirksamkeit der TH in besonders schweren Fillen einer hypoxisch-ischdmischen Schéidigung

eingeschrinkt ***

. Ein besseres Verstindnis der Mechanismen ist notwendig um die
therapeutische Anwendung der Hypothermie optimieren zu konnen, die Effektivitit zu steigern
und die Translation in die klinische Praxis zu verbessern. Das bessere Verstdndnis ist auBerdem
der Schliissel zur Entwicklung synergistischer pharmakologischer Therapien zur Potenzierung der
Effekte der TH und Ausweitung der Wirksamkeit auf schwere Fille einer hypoxisch-ischdmischen

Hirnschéadigung.

In der vorliegenden Arbeit soll ein Zellkultur-Modell aus neuronalen HT-22 und mikroglialen
BV -2 Zellen zur Simulation einer hypoxisch-ischdmischen Schidigung und Reperfusion etabliert
werden. An diesem Modell sollen ferner die Effekte der TH auf die Schadigung untersucht und
die Rolle des Kilteschockproteins RBM3 analysiert werden. Dazu werden die Kulturen einer
Oxygen-Glukose-Deprivation und anschlieBender Wiederherstellung der Sauerstoff- und
Nihrstoffversorgung (OGD/R) unter gekiihlten und ungekiihlten Bedingungen ausgesetzt. Die
RBM3 Expression wird auf Proteinebene untersucht. SchlieBlich wird das neuroprotektive
Potential der Wirkstoffe DADLE und WIN-55,212-2 in diesem Schiddigungsmodell evaluiert und
ein moglicher Synergismus mit den Effekten der TH untersucht. Es wird zudem gepriift, ob die
Wirkstoffe DADLE und WIN-55,212-2 zu einer Hochregulation der RBM3 Proteinexpression
fiihren. SchlieBlich werden die Ergebnisse der DADLE OGD/R Versuche in einem héherwertigen

Zellmodell aus priméren hippocampalen und corticalen Neuronen wiederholt.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Schiitzt TH vor einem OGD/R Schaden in einer HT-22/BV-2 Co-Kultur?
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2. Fihrt TH in einer HT-22/BV-2 Co-Kultur zu einer Hochregulation von RBM3 auf
Proteinebene?

3. Kann DADLE respektive WIN-55,212-2 den neuroprotektiven Effekt der TH
simulieren oder weist es einen additiven Schutz in Kombination mit TH auf?

4. Korrelieren die potentiell protektiven Effekte von DADLE und WIN-55,212-2 mit
der RBM3 Proteinexpression?

5. Lassen sich die Ergebnisse in einem Modell aus primédren corticalen und
hippocampalen Neuronen bestétigen?

6. Welchen Einfluss haben DADLE und TH in einer Kultur aus priméren

hippocampalen Neuronen auf RBM3 auf Protein- und Genexpressionsebene?

2 Material

2.1 Gerite
BEZEICHNUNG HERSTELLER
Blotting-Kammer: Mini-Trans-Blot Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Brutschrank (33,5 °C) Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan
Brutschrank (37 °C) Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan

Chemilumineszenz Bildentwickler: ChemiDoc Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
XRS

Elektrophorese-Kammer: Mini Protean 3 Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Fluoreszenz-Mikroskop Kamera: AxioCam Zeiss/Axio, Géttingen, Deutschland
mRC

Fluoreszenz-Mikroskop: Axio Image M1 Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland
Hypoxiekammer Binder, Tuttlingen, Deutschland
NanoDrop 2000c Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
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PCR System: StepOnePlusTM

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Plattenphotometer: Multiskan Reader Ascent

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland

Schiittler

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Sterile Werkbank: LaminAir

Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland

Stromversorgungsgerit: Power Pac 300

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermoblock Biometra, Gottingen, Deutschland
Wasserbad P-D Ind.-Gesellschaft, Dresden, Deutschland
Zellkulturmikroskop Motic, Wetzlar, Deutschland

Zellkulturmikroskop (Axiovert 40 CFL)

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Zellkulturmikroskop Kamera: uEye

IDS, Obersulm, Deutschland

Zentrifuge 1: Bio-Fuge primo

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge 2: Bio-Fuge fresco

2.2 Chemikalien

Heraeus, Hanau, Deutschland

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

Probenpuffer: 1 x Lane Marker Reducing
Sample Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

DAPI

Pierce, Rockford, USA

Acrylamid [30 %]

Roth, Miinchen, Deutschland

BSA

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

ECL Western Blotting Substrat
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Ethanol [99 %]

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Methanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

peqGold TriFast Kits

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Ponceau S 0,1 %, 5 % Essigsédure

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

RNase-freies Aqua bidest

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

SDS

Roth, Miinchen, Deutschland

SuperSignal West Dura Substrat

Pierce, Rockford, USA

TEMED

Roth, Miinchen, Deutschland

Tris-Acetat

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Triton-X 100

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau 0,5 %

Biochrom, Berlin, Deutschland

Tween 20

2.3 Zellkulturmaterialen

2.3.1 Zellkultur allgemein

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

96-Well Mikrotiter-Platten, weif3
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DADLE

Abcam, Cambridge, UK

Eppendorf-Reaktionsgefilie

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FluoroTrans Transfer Membranes

Pall GmbH, Dreireich, Deutschland

L-Glutamin

Biochrom, Berlin, Deutschland

Multipipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Neubauer-Zihlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

PBS Biochrom, Berlin, Deutschland
Pen/Strep Biochrom, Berlin, Deutschland
PLL Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Serologische Pipetten, 5-50 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Trypsin

Biochrom, Berlin, Deutschland

Zellkultur-Ro6hrchen 15 ml, 50 ml

2.3.2 HT-22/BV-2 Co-Kultur

BD Biosience, Heidelberg, Deutschland

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

DMEM

Biochrom, Berlin, Deutschland

DMEM ohne D-Glukose

Biochrom, Berlin, Deutschland

FBS

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Gewebekulturflaschen 75 cm?, 175 cm?

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Petrischalen, 22 cm?

Sarstedt, Newton, USA

WIN-55,212-2

Enzo Life Sciences, Farmingdale, USA

Zellschaber 39 cm
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2.3.3 Primdre Neurone

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

B-27 Supplement

Gibco, Thermo Scientific Fisher, Watham,
USA

DNAse Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Glukose Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

HBSS Biochrom, Berlin, Deutschland

MEM Thermo Scientific, Rockford, IL., USA)

NBM Gibco, Thermo Scientific Fisher, Watham,

USA

Pasteurpipetten, 150 mm

VWR, Radnor, USA

Petrischalen, 8,8 cm?

Nalgene nunc, Rochester, USA

Pferdeserum Biochrom, Berlin, Deutschland
Primocin InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Ziegenserum Abcam, Cambridge, UK
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2.4 Antikorper

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

-Tubulin mit Alexa Fluor 647 konjugiert,

(Kaninchen, monoklonal)

Cell Signaling, Boston, USA

Esel anti-Kaninchen IgG, (Esel, polyklonal)

Dianova, Hamburg, Deutschland

RBM3, (Kaninchen, polyklonal)

Proteintech, Chicago, USA

3-Actin, (Kaninchen, polyklonal)

2.5 Quantitative RT-PCR

Cell Signaling, Boston, USA

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

cDNA High-Capacity Reverse Transcription
Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

PCR MicroAmp 96-Well-Platte

Thermo Scientific Fisher, Watham, USA

Tagman-Sonden:
GAPDH (Mn99999915 gl1)
RBM3 (Mn01609819 g1)

2.6 Software

Thermo Scientific Fisher, Watham, USA

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

ImageLabTM-Software

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Prism 5

Graphpad Software Inc., La Jolla, USA

Quantity One
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uEye-Software IDS, Obersulm, Deutschland

3 Methoden

3.1 Zellkultur mit Zelllinien

3.1.1 HT-22 Neurone

Neuronale hippocampale HT-22 Zellen wurden aus der immortalisierten hippocampalen
Maus-Zelllinie HT-4 ' gewonnen und von der American Type Culture Collection (ATCC;
Rockville, MD, USA) erworben. Die Kultivierung erfolgte in einem auf Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) basierenden Vollmedium. Der Brutschrank wurde dazu auf 37 °C
temperiert und es herrschte ein Gasgemisch aus 95 % Luft und 5 % CO, bei 95 % Luftfeuchtigkeit.
Die Passage der Zellen erfolgte mittels 0,25 % Trypsin (1:250 verdiinnt) bei einer Zellkonfluenz
von 70 %. Passagen bis zu P18 wurden unter regelméBiger morphologischer, lichtmikroskopischer

Kontrolle verwendet bis neue Zellen aus einem Kryovorrat aufgetaut und kultiviert wurden.

VOLLMEDIUM

DMEM
10 % FBS*

100 U/ml / 100 pg/ml Pen/Strep™**

* hitzeinaktiviertes fetales Kilberserum (FBS),
** Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

3.1.2 BV-2 Mikrogliazellen

Bei den Mikrogliazellen handelt es sich um eine murine Zelllinie mit mikroglialer Differenzierung,
welche durch stabile Transduktion primédrer Mikrogliazellen mit einem v-raf/v-myc Onkogen
mittels des J2-Retrovirus immortalisiert wurde. In den BV-2 Zellen sind die meisten
immunologischen Eigenschaften der Mikrogliazellen, als Vermittler der zentralnervosen
Immunantwort, erhalten. Sie eignen sich daher zur Untersuchung der Induktion und Expression
biologischer Aktivitit der Mikrogliazellen ''"°. Die Zellen waren ein groBziigiges Geschenk von

Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Ullrich, Ziirich, Schweiz. Die Kultivierung erfolgte separat in
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Vollmedium und unter den gleichen Bedingungen wie die HT-22 Zellen. Passagierung erfolgte
durch Abklopfen der Zellen und Uberfiihrung in eine neue Zellkulturflasche. Passagen bis zu P16
wurden unter morphologischer, lichtmikroskopischer Beobachtung verwendet bis neue Zellen aus
einem Kryovorrat aufgetaut und kultiviert wurden. Eine Passagierung erfolgte bei 70 % Konfluenz

der Zellen.

3.1.3 Direkte HT-22/BV-2 Co-Kultur

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen Neuronen und Mikrogliazellen im Rahmen einer
hypoxisch-ischdmischen Schidigung und der potentiellen Neuroprotektion durch Hypothermie
wurden die hippocampalen HT-22 und mikroglialen BV-2 Zellen in eine direkte Co-Kultur
gebracht. Dazu wurden zunéchst 3 x 10° HT-22 Zellen in 1 ml Vollmedium auf, mit 10 yg/ml
Poly-L-Lysin (PLL) beschichtete, 22 cm” Petrischalen ausplattiert. AnschlieBend wurden 2 x 10°
BV-2 Zellen in 1 ml Vollmedium dazu gegeben. Die Co-Kultivierung erfolgte praexperimentell

fiir 48 h bei 37 °C, 95 % Luft- und 5 % CO,-Gasgemisch in einem voll befeuchteten Inkubator.

3.14 OGD/R und TH in der HT-22/BV-2 Co-Kultur

Die Simulation eines zerebralen hypoxisch-ischimischen Ereignisses in der HT-22/BV-2
Co-Kultur erfolgte mittels OGD (Abb. 1). Die OGD ist ein etabliertes in vitro Modell zur
Untersuchung pathophysiologischer hypoxisch-ischdmischer Prozesse. Das dazu verwendete
Mangelmedium basierte auf einem Glukose-freien DME-Medium. 24 h vor Versuchsbeginn
wurde das Medium bei 0,2 % O, und 5 % CO, bei 37 °C préequilibriert. Zu Versuchsbeginn wurde
das Medium der OGD-Versuchsgruppen nach einmaligem Waschen zu Mangelmedium
gewechselt und die Zellen anschlieend in einen Brutschrank mit 0,2 % O, und 37 °C iiberfiihrt.
Durch Herunterkiihlen des Inkubators auf 33,5 °C 3 h nach Beginn des Protokolls, wurde fiir eine
OGD-Gruppe TH simuliert. Eine Kontrollgruppe mit Vollmedium wurde jeweils bei 95 % Luft
und 5 % CO, bei 37 °C, sowie 33,5 °C nach 3 h gehalten. Fiir diese normoxen Gruppen erfolgte
ein Mediumwechsel nach einmaligem Waschen zu frischem Vollmedium zu Beginn des
Experimentes. Nach 6-stiindiger OGD wurde die Reperfusion simuliert. Dazu erfolgte ein erneuter
Wechsel zu Vollmedium und Transfer der Zellkulturen in einen Brutschrank mit 95 % Luft und
5 % CO,. Diese Wiederherstellung der Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung diente zur Simulation
der Milieudnderungen wihrend der Reperfusionsphase im ZNS. Allerdings beinhaltet dies in der

Zellkultur eine statische Zustandsidnderung und kein Durchfluss des Gewebes im Sinne einer
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Perfusion. Zur Vereinfachung wird im Folgenden jedoch auch beziiglich der in vitro Experimente
von Reperfusion gesprochen. Eine Nachbeobachtung der Zellen erfolgte fiir weitere 24 h, wobei
die zuvor eingestellte Temperatur (37 °C oder 33,5 °C) fiir die normothermen, respektive
hypothermen Gruppen aufrechterhalten wurde. Probenentnahmen erfolgten initial nach OGD, zum

6 h Zeitpunkt und nach OGD/R, 30 h nach Experimentstart.

MANGELMEDIUM

DMEM ohne D-Glukose
2 % L-Glutamin

100 U/ml / 100 pg/ml Pen/Strep

DADLE
WIN-55,212-2
D L ET TR >
Temperatur [°C] 4
37
33.5 —
Oxygen-Glukose- Reperfusion
Deprivation
[ [ ™ Zeit [h]
3 6 30

Abbildung 1:  Schematische  Darstellung des  Zeit-Temperatur-Protokolls  des
OGD/R-Experimentes der HT-22/BV-2 Co-Kultur. Rote Linie: normotherme Versuchsgruppe;
blaue Linie: hypotherme Versuchsgruppe.

3.1.5 Phasenkontrastmikroskopie

Zur Beurteilung der morphologischen Reaktion der HT-22/BV-2 Co-Kultur auf die
OGD/R-Schidigung und die TH wurden die Zellen 48 h nach Ausplattierung entsprechend dem
Zeit-Temperatur-Protokoll (Abb. 1) prozessiert. Nach Durchfiihrung des Protokolls erfolgte eine
weitere  Inkubation fiir 18 h bei normoxen Bedingungen und 37 °C bis

phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Versuchsgruppen gemacht wurden.
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3.1.6 Applikation von DADLE und WIN-55,212-2 in der HT-22/BV-2 Co-Kultur

Zur Ermittlung der Dosierung der Wirkstoffe DADLE und WIN-55,212-2 in der Co-Kultur konnte
nicht auf Literaturangaben zuriickgegriffen werden. Daher musste eine Konzentrationsreihe der

jeweiligen Arzneistoffe auf ihre Zytotoxizitit getestet werden.

Entsprechend dem Zeit-Temperatur-Protokoll fiir die OGD/R-Experimente in der Co-Kultur
(Abb. 1) und dem geplanten Interventionszeitpunkt wurde der Wirkstoff in einer dezimalen
Verdiinnungsreihe in Mangelmedium fiir 6 h appliziert. Anschlieend wurde das Medium zu
Vollmedium ohne Wirkstoff gewechselt und wurden die Uberstinde zur Bestimmung der
Zytotoxizitdt mittels Quantifizierung der Laktatdehydrogenase (LDH) gesammelt. Die LDH
Aktivitdt im Uberstand der Zellen korreliert mit dem Verlust der Zellintegritit und somit dem
Zelltod. Die Bestimmung erfolgte wie unter 3.5 beschrieben. Die Normalisierung der Werte
erfolgte gegen eine Kontrolle in Wirkstoff-freiem Mangelmedium zum 6 h und nach
Mediumwechsel zum 30 h Zeitpunkt. Es erfolgte zudem eine Proteinextraktion, indem 200-300 1
1 x Lane Marker Reducing Sample Buffer direkt auf die Kulturschalen gegeben wurden. Dies
diente der Untersuchung des Einflusses der Wirkstoffe auf die RBM3 Proteinexpression. Die
Analyse wurde entsprechend der unter 3.4 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Applikation
der Wirkstoffe im OGD/R-Experiment erfolgte zu Versuchsbeginn und fiir den 6-stiindigen
Zeitraum der OGD. Mit dem Mediumwechsel zu Vollmedium nach 6 h wurde auch der Wirkstoff

eliminiert.

3.2 Zellkultur mit primiren hippocampalen und corticalen Neuronen

3.2.1 Prdparation und Kultivierung

C57/Bl16 Méuse wurden von der Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin der Charité -
Universitdtsmedizin Berlin erworben. Die Mausembryonen wurden am 16. Embryonaltag (E16)
aus den Uteri der Muttertiere herausprépariert. Die Tiere wurden darauthin dekapitiert und ihre
Gehirne isoliert. Nach der Entfernung der Meningen erfolgte die Dissektion und Separation der
Cortices und Hippocampi. Das gewonnene Gewebe wurde in Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) gewaschen und auf Eis gesammelt. Die Dissoziierung des Gewebes erfolgte schlieBlich
durch eine Trypsin-basierte Lyse (0,25 %, 1:250 verdiinnt) der interzelluldren Verbindungen und

extrazellularen Matrix bei 37 °C. Der Verdau wurde nach etwa 15 min durch Austausch der
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Verdaulosung mit Plattiermedium gestoppt. Durch Triturierung mit Hilfe einer hitzepolierten
Pasteurpipette wurde eine Einzelzellsuspension erstellt. Nach der Sedimentation der Zellen
wurden diese in frischem Plattiermedium mit einer Dichte von 34 000 Zellen/cm* (3 x 10°/8.,8 cm?)
in Petrischalen ausplattiert und bei einem 95 % Luft- und 5 % CO,-Gasgemisch bei 37 °C in einem
Brutschrank kultiviert. Die Petrischalen wurden zuvor mit 200 pg/ml PLL fiir 24 h vorbeschichtet
und anschliefend 3-mal mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen. Nach 3 h
wurde eine Adhédrenz der Zellen erreicht und das Plattiermedium konnte durch Wachstumsmedium
ersetzt werden. Die experimentelle Verwendung der Zellen erfolgte nach 10-11 Tagen in vitro
(DIV 10-11). Entscheidend fiir die Beurteilung der in vitro Studien primérer Neurone ist das Alter
der Zellen aufgrund der reifebedingten Expression spezifischer Rezeptoren und der
Synaptogenese. Fiir diese Experimente wurden Zellen nach 10-11 Tagen in vitro verwendet, da in
diesem Stadium die NMDA-Rezeptoruntereinheit NR1 und die AMPA-Rezeptoruntereinheit
GluR2/GIuR3 bereits maximal exprimiert sind '"’. Diese Glutamatrezeptoren sind entscheidend
bei der Vermittlung der Exzitotoxizitit, einem der Hauptmechanismen der
hypoxisch-ischdmischen Schiddigung der Neurone beteiligt. Ein Mediumwechsel wihrend der

praexperimentellen Periode erfolgte nicht.

PLATTIERMEDIUM WACHSTUMSMEDIUM
Minimal Essential Medium (MEM) Neurobasal Medium (NBM)
0,6 % Glukose 0,5 mmol/ml L-Glutamin

10 % Pferdeserum 2 % B-27

100 U/ml / 100 pg/ml Pen/Strep 100 U/ml / 100 pg/ml Pen/Strep
100 g g/ml Primocin 100 g g/ml Primocin

3.2.2 Fluoreszenzmikroskopie primdrer Neurone

Zur Darstellung der Zellmorphologie und Untersuchung des Reinheitsgrades der priméren
neuronalen Zellkulturen wurde eine immunzytochemische Firbung durchgefiihrt. Dazu wurden
die Zellen nach dem unter 3.2.1 beschriebenen Protokoll pripariert und fiir 4-5 Tage kultiviert.
Das Medium wurde schlieBlich entfernt und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Um die
16slichen Antigene zu fixieren, wurden die Zellen daraufhin fiir 20 min bei Raumtemperatur mit

4 9% Paraformaldehyd fixiert. Nach mehrmaligem Waschen mit einem Waschpuffer (0,1 % bovines
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Serumalbumin (BSA) in PBS) wurden die Zellen mit 10 % Ziegenserum und 0,3 % Triton-X 100
in PBS permeabilisiert und unspezifische Proteinbindungen blockiert. Es erfolgte die Firbung mit
dem neuronenspezifischen Antikdrper B-Tubulin, welcher mit dem roten Farbstoff Alexa Fluor
647 markiert ist. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4 °C und mit einer Verdiinnung von
1:2000 in PBS mit 0,5 % BSA. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden die Zellkerne
daraufhin mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (1:4000 in PBS), interkalierend mit der DNA,
gefarbt.

3.2.3 OGD/R und TH in primdren hippocampalen und corticalen Neuronen

Die primédren Kulturen wurden an DIV 10-11 verwendet. Zu Versuchsbeginn wurde das
Wachstumsmedium zu OGD-Medium gewechselt und es erfolgte eine 24-stiindige Inkubation bei
0 % O, und 5 % CO, (Abb. 2). Fiir die Kontrollgruppe erfolgte lediglich der Wechsel zu frischem
Wachstumsmedium. Das OGD-Medium wurde 24 h vor Versuchsbeginn bei 0 % O, und 5 % CO,
bei 37 °C priequilibriert. Nach OGD-Schédigung erfolgte der Wechsel zum Wachstumsmedium
und der Riicktransfer in Inkubatoren mit 95 % Luft und 5 % CO,. Diese Wiederherstellung der
Sauerstoff- und Nihrstoffversorgung simuliert die Milieudnderung wéhrend der
Reperfusionsphase und wird im Folgenden, wie bei den Co-Kultur-Experimenten, als Reperfusion
bezeichnet. Die Kiihlung auf 33,5 °C erfolgt fiir die hypotherme Versuchgruppe von Beginn an in
entsprechend temperierten Inkubatoren. Eine direkte Kiihlung wurde gewdhlt, da zu weiteren
Versuchsgruppen der Wirkstoff DADLE hinzugefiigt wurde. Dieser konnte aus
versuchstechnischen Griinden nur zu Beginn appliziert werden. Zudem war ein direkter Vergleich
der Effekte der TH und des Wirkstoffes gewiinscht, welcher durch den simultanen Beginn der

Interventionen erleichtert wurde.

OGD-MEDIUM

HBSS
0,5 mmol/ml L-Glutamin
100 g g/ml Primocin

100 U/ml / 100 pg/ml Pen/Strep
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Abbildung 2:  Schematische  Darstellung  des  Zeit-Temperatur-Protokolls  des
OGD/R-Experimentes primérer Neurone. Rote Linie: normotherme Versuchsgruppe; blaue Linie:
hypotherme Versuchsgruppe.

3.2.4 Applikation von DADLE in den primdren hippocampalen und corticalen
Neuronen
Zur Ermittlung der adidquaten Dosis fiir eine DADLE-Intervention wurde eine Literaturrecherche
durchgefiihrt. Auf eine Toxizitdtstestung in den primédren hippocampalen und corticalen
Neuronenkulturen wurde aufgrund einer guten Studienlage und zur Einsparung von
Versuchstieren verzichtet. Zhang et al. konnten zeigen, dass die Applikation von 10 uM DADLE
wihrend einer 24-stiindigen hypoxischen Schidigung 8 Tage alter primérer corticaler Neurone den
Schaden signifikant attenuieren kann *°. In einem vergleichbaren Modell hypoxischer Schidigung
8 Tage alter primdrer corticaler Neurone von Kim et al. zeigte sich eine 24-stiindige
Vorbehandlung mit einer Konzentration von 10 yM DADLE vor einer 24-stiindigen
Sauerstoff-Deprivation als protektiv ''*. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fiir die folgenden
Experimente mit hippocampalen und corticalen Neuronen eine Konzentration von 10 uM DADLE
verwendet. Die Applikation des Opioids erfolgte zu Versuchsbeginn fiir die 24-stiindige
OGD-Schidigung entsprechend dem Zeit-Temperatur-Protokoll (Abb. 2). AnschlieBend wurde

der Wirkstoff mit dem Wechsel zu Wachstumsmedium eliminiert.
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3.3 Analyse der Genexpression

3.3.1 Isolierung und Aufreinigung von Protein und RNA

Die sukzessive Isolierung von RNA und Protein erfolgte unter Verwendung des peqGold TriFast
Kits entsprechend der Anleitung des Herstellers. Die Aufreinigung und Isolierung basiert hierbei
auf einer Guanidinisothiocyanat/Phenolmethode. Dazu wurden die Uberstinde der
Versuchsschalen zunéchst abgenommen und fiir weitere Analysen gesichert. Der Monolayer aus
adhirenten Zellen wurde mit PBS gewaschen. Darauthin wurde mit dem TriFast-Protokoll
entsprechend den Herstellerangaben fortgefahren. Das aufgereinigte und getrocknete Proteinpellet
wurde schlielich in 1 x Lane Marker Reducing Sample Buffer gelost (100 1 priméren Zellen;
200-300 p1 Co-Kultur) und bei — 20 °C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die RNA-Isolierung
erfolgte entsprechend der Herstelleranleitung fiir die Proben der primédren hippocampalen
Neurone. Das getrocknete RNA-Pellet wurde anschlieBend in 10 xl1 RNase-freiem Aqua bidest

gelost und bis zum weiteren Prozessieren bei — 80 °C gelagert.

3.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die totale RNA-Konzentration der Proben wurde mit Hilfe des UV/Vis Spektrophotometers
NanoDrop 2000c bestimmt. Dafiir wurde 1 ul der Proben auf die Messoberfldche pipettiert. Das
Messprinzip dieser Methode ist die Bestimmung der konzentrationsabhéngigen optischen Dichte
der Probe bei einer Wellenlinge von A = 260 nm. Hier liegt das Maximum des
substanzspezifischen Absorptionsspektrums von Nukleinsduren. Eine Kontamination der Probe
mit Proteinen wurde mittels der 260 nm/280 nm-Ratio iiberpriift und bei einem Verhéltnis von 2,0

als rein betrachtet ',

3.3.3 Reverse Transkription

Die RNA wurde mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit und einer darin
enthaltenen MultiScribe reversen Transkriptase in komplementidre DNA (cDNA) umgeschrieben.
Dafiir wurden 2 pug der RNA-Proben mit 10 gl cDNA Mastermix umgesetzt. Das
Zeit-Temperatur-Programm der Umschreibung beinhaltete 10 min bei 25 °C, 120 min bei 37 °C
gefolgt von 5 min bei 85 °C und schlieBlich die Kiihlung der Proben auf 4 °C.
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c¢cDNA MASTERMIX

10 x reverse Transkriptase Puffer

25 x Desoxynucleosidtriphosphate (ANTP)
10 x reverse Transkriptase Random Primer
Multiscribe Reverse Transkriptase

RNase Inhibitor

Diethyldicarbonat-H20

3.3.4 Quantitative RT-PCR

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) wurden die
Zielabschnitte der umgeschriebenen cDNA vervielfiltigt und in Echtzeit quantifiziert. Die hier
benutzte Methode beruht auf dem Einsatz einer TagMan-Sonde. Diese besteht aus einem
Oligonukleotid, welches am 5°-Ende ein fluoreszierendes Molekiil (6-Carboxyfluorescein, FAM),
den sogenannten Reporter tragt. Am 3’-Ende besitzt es zudem ein Quencher-Fluoreszenzmolekiil
(6- carboxy-tetramethylrhodamine, TAMRA). Ist die TagMan-Sonde intakt und mit dem cDNA
Einzelstrang hybridisiert, liegen die beiden Molekiile so dicht beieinander, dass das emittierte
Licht des Reporters von dem Quencher absorbiert und somit ausgeldscht wird. Kommt es nun zur
Duplikation des cDNA Stranges durch die Taq-Polymerase wird durch ihre Exonukleaseaktivitit
der Reporter vom Quencher getrennt und das emittierte Licht des FAM Farbstoffes kann detektiert
werden. Je mehr DNA synthetisiert wird, desto stéirker ist das FAM-Signal '*. Die Auswertung
erfolgte aufgrund der C;-Werte. Sie geben die Anzahl der erforderlichen PCR-Zyklen an, um das
Fluoreszenzsignal der amplifizierten Probe iiber einem definierten Schwellenwert zu messen. Der
C-Wert hingt von der Anzahl der cDNA Kopien in den Proben ab und wird in der exponentiellen

2! Als Referenzgen wurde die ubiquitéir exprimierte

Phase der Reaktionskinetik gemessen
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet, ein Enzym der Glykolyse mit
stabiler Genexpression. Es wurde zu der normoxen Versuchsgruppe bei 37 °C in Vollmedium des
jeweiligen Versuchszeitpunktes normalisiert. Ein StepOnePlusTM Real-Time PCR System wurde
verwendet. Die Reaktionszyklusparameter wurden wie folgt eingestellt: Zur Enzymaktivierung
2 min bei 50 °C gefolgt von 10 min bei 95 °C. Daraufhin 95 °C fiir 15 sek und 60 °C fiir 1 min

tiber 40 Zyklen. AnschlieBend wurden die Proben auf 4 °C gekiihlt.
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Verwendete TagMan-Sonden:
RBM3 Mm01609819_gl

GAPDH Mm99999915 gl

3.4 Analyse der Proteinexpression

34.1 SDS-PAGE

Die Analyse der Proteinexpression von RBM3 erfolgte mittels einer 15%igen
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Durch den Zusatz des Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) kommt es zur Auflosung hoherer Eiweillstrukturen und der
Entfaltung des Proteins in seine primére Struktur. Der Zusatz der Substanz Dithiothreitol (DTT)
fiihrt zur Reduktion der Disulfidbriicken und vollstindigen Denaturierung der Proteine, um die
Trennung der Proteine aufgrund ihrer Molekularmasse zu gewihrleisten '**. Dazu wurden die
extrahierten Proteine in Probenpuffer (300 u1 Co-Kultur-Proben; 100 pl primére Zellen-Proben)
gelost und bei 95 °C fiir 5 min gekocht. Daraufhin erfolgte eine kurze Zentrifugierung um das
gesamte Probenvolumen am Boden der Eppendorfgefifle zu sammeln. Die Proben wurden nun in
die Taschen des 15%igen Gels pipettiert (50 1 Co-Kultur-Proben; 30 u1 primére Zellen-Proben).
Zur Zuordnung der aufgetrennten Proteinbanden zu einer Molekulargroe wurde Page Ruler
Prestained Protein Ladder als Marker aufgetragen. Durch das Anlegen einer Spannung von 60 mV
fiir etwa 20 min wurden die Proteinproben zunichst im Sammelgel konzentriert und schlieBlich

bei 110 mV im Trenngel separiert.

3.4.2 Western Blot

Immunoblotting wurde genutzt um die RBM3 Proteinexpression zu untersuchen. Der Transfer der
aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) erfolgte tiber Nacht in
einem Tank Blotting Transfer System bei 4 °C entlang einer angelegten Stromspannung von 30 V.
Der erfolgreiche Transfer der Proteine auf die PVDF-Membranen wurde mit Hilfe des Farbstoffs
Ponceau S (0,1 % + 5 % Essigsdure) bestitigt. Die Membranen wurden darauthin in 5 %

Magermilch in PBS und 0,05 % Tween (PBST) fiir 1 h inkubiert. Dies diente der Blockade
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unspezifischer Proteinbindungen. Die Inkubation mit dem priméren polyklonalen Antikorper
gegen RBM3 erfolgte mit einer 1:800 Verdiinnung in dem oben genannten Blockpuffer iiber
Nacht. Die Membranen wurden anschlieend 3 x 10 min mit PBST gewaschen und mit einem
Peroxidase-konjugierten Antikorper gegen Kaninchen IgG als sekundéiren Antikorper mit einer
Verdiinnung von 1:20 000 in PBST fiir 2 h inkubiert. Die Visualisierung der Proteinbanden
erfolgte mit dem SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate. Zur Ladungskontrolle
wurden die Membranen in einem weiteren Schritt mit einem B-Actin AntikGrper mit einer
Verdiinnung von 1:15 000 in 5 % Magermilch in PBST iiber Nacht inkubiert. Die Visualisierung
dieses Antikorpers erfolgte ebenfalls mit dem oben genannten sekundédren Antikorper fiir 2 h und
einem ECL Western Blotting Substrat. Die Detektion des Chemilumineszenz-Signals, welches
durch die Umsetzung des Substrats durch die an den sekundéren Antikorper gekoppelte Peroxidase

entsteht, wurde mit Hilfe eines ChemiDoc MP Systems durchgefiihrt.

Die densitometrische Quantifizierung wurde in der Image Lab Software durchgefiihrt. Die
Normalisierung der RBM3 Proben erfolgte gegen die jeweilige Ladungskontrolle B-Actin, ein
Strukturprotein, dessen Expression ubiquitidr und stabil ist. Dieser Quotient wurde erneut gegen
die Summe aller Quotienten aus RBM3 und B-Actin normalisiert wie von Degasperi et al. '*
beschrieben. Im Folgenden werden die Rezepturen fiir die Gele und Puffer der Western Blot

Analyse aufgefiihrt.
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SAMMELGEL TRENNGEL

Sammelgelpuffer 0,5 M (pH = 6,8) Trenngelpuffer 1,5 M (pH = 8,8)
SDS-Losung 10 % SDS-Losung 10 %
APS*-Losung 10 % APS-Losung 10 %

Acrylamid Acrylamid

TEMED** TEMED

H20 H20

SAMMELGELPUFFER TRENNGELPUFFER

0,5 M TRIS-HCI*** (pH = 6,8) Trenngelpuffer 1,5 M (pH = 8.8)
30,28 g TRIS ad 350 ml Aqua bidest 90,85 g TRIS ad 350 ml Aqua bidest
pH einstellen mit 1 N HCL pH einstellen mit 1 N HCL

ad 500 ml ad 500 ml
ELEKTROPHORESEPUFFER BLOTTINGPUFFER

Glycin, 250 mM Glycin, 192 mM

TRIS-Base, 25 mM TRIS-Base, 25 mM

SDS, 0,1 % Methanol, 20 %

* Ammoniumperoxodisulfat (APS); wk Tetramethylethylendiamin (TEMED);
*#%* Tri-Hydroxymethyl-Aminomethan (TRIS)

3.5 Zytotoxizititsassay

Die ubiquitire Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein zytosolisches Enzym des
Glukosestoffwechsels, das stabil exprimiert wird. Durch Verlust der Membranintegritit
geschiadigter Zellen wird dieses Enzym rasch freigesetzt, sodass seine Aktivitit im
Extrazellularraum zur Quantifizierung des Zelltodes herangezogen werden kann. In den

Uberstiinden der Zellkultur und der primiren hippocampalen und corticalen Neurone wurde die
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Aktivitit der LDH mittels des Cytotoxicity Detection Kit gemessen. Es basiert auf dem
kolorimetrischen Nachweis der LDH. Diese katalysiert eine Redoxreaktion, bei der Pyruvat zu
Laktat oxidiert und NAD+ zu NADH/H+ reduziert wird. In einer zweiten enzymatischen Reaktion
wird durch die entstandenen Protonen das in dem Testreagenz enthaltene gelbe 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, welches bei einem
Absorptionsmaximum von 500 nm nach einer definierten Reaktionsdauer gemessen wird. Zu den
entsprechenden Messzeitpunkten wurde das Zellmedium als Uberstand abgenommen und bei
845 g fiir 5 min zentrifugiert, sodass der zellfreie Uberstand isoliert werden konnte. Fiir die
Messung wurden die Proben der Co-Kultur 1:5 mit dem entsprechenden Zellmedium der
Versuchsgruppe verdiinnt, wihrend die Uberstinde der primiren Zellen unverdiinnt eingesetzt
wurden. Die Messungen sind in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt worden. Das
Probenvolumen wurde schlieBlich entsprechend der Anleitung des Herstellers mit der
Reaktionslosung gemischt. Diese 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 im Dunkeln wurden die Proben bei 492 nm photometrisch ausgelesen.
Von der gemessenen Absorption der Proben wurde jeweils der Leerwert des jeweils eingesetzten
Mediums abgezogen. Die Darstellung der Werte und statistische Analyse erfolgte nach

Normalisierung zur normoxen Kontrollgruppe bei 37 °C zum jeweiligen Versuchszeitpunkt.

3.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism Software. Fiir die
Analyse der Western Blot Daten wurde der unpaired t test fiir den Vergleich der entsprechenden
Gruppen wiederholt. Die Varianzanalyse des Iway ANOVA mit Bonferroni Posttest for selected
pairs of columns wurde fiir die Auswertung der Zytotoxizitits-, sowie RT-qPCR-Daten verwendet.
P-Werte < 0,05 wurden als signifikant betrachtet. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte

+/- Standardabweichung dargestellt. Es wurde eine Normalverteilung der Daten angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Direkte HT-22/BV-2 Co-Kultur

4.1.1 Eine 6-stiindige Schddigung durch OGD resultiert in signifikant mehr Zelltod
als durch alleinigen Glukoseentzug

In einleitenden Experimenten wurde zundchst das Schiddigungsmodell zur Simulation eines
hypoxisch-ischdmischen Ereignisses etabliert. Dazu wurde mittels LDH Quantifizierung das
Ausmal des Zelltodes infolge einer 6-stiindigen Inkubation in glukosefreiem Mangelmedium im
Vergleich zur Inkubation in Mangelmedium unter zusitzlich hypoxischen Bedingungen (0,2 %
O,) betrachtet. Unter den Versuchsbedingungen mit Mangelmedium und Hypoxie, im Sinne einer
OGD, zeigte sich signifikant mehr Zelltod gemessen an der LDH Aktivitit im Uberstand. Der
zusitzliche Entzug von Sauerstoff fiihrte zu einem additiven Schaden. Es handelt sich also um ein
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valides Modell, welches eine Annédherung an eine hypoxisch-ischimische Schadigung darstellt .

Daher wurde die OGD in den folgenden Experimenten verwendet (Abb. 1).
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Abbildung 3: LDH Freisetzung in der HT-22/BV-2 Co-Kultur nach 6-stiindiger OGD im
Vergleich zu Glukose-Deprivation. Normoxe Kontrolle = DMEM + Glukose bei 21 % O,;
Mangelmedium = DMEM - Glukose bei 21 % O,, OGD = DMEM - Glukose bei 0,2 % O,.
*=p<0,05. lway ANOVA mit Bonferroni Post Test. n = 4.
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4.1.2 TH schiitzt vor dem Schaden durch OGD/R

Unter Verwendung des Zeit-Temperatur-Protokolls (Abb. 1) in Anlehnung an das klinische
Ereignis eines OHCA untersuchten wir den Einfluss einer 6-stiindigen OGD gefolgt von einer
24-stiindigen OGD/R auf den Zelltod. Zudem wurde TH simuliert und eine mogliche Protektion
durch diese Intervention evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass die 6-stiindige OGD die
extrazellulire LDH Aktivitit zum Zeitpunkt direkt nach Schiddigung, entsprechend den
Vorversuchen (Abb. 3), signifikant erhoht (Abb. 4.A). Dariiber hinaus zeigte sich eine spite
Schiddigung nach OGD/R (Abb. 4.B). Diese war in Folge der erfolgten 24-stiindigen
Wiederherstellung der Nihrstoff- und Sauerstoffversorgung, also 30 h nach Versuchsbeginn,
signifikant zu messen. Der Nachweis des zweigipfligen Zelltodes zeigt, dass es sich um ein valides
in vitro Modell einer hypoxisch-ischdmischen Schiddigung, mit einem initialen Schaden sowie
einem Reperfusionsschaden handelt. Ein protektiver Effekt der TH, im Sinne einer Reduktion der
LDH Ausschiittung konnte erst nach OGD/R zum 30 h Zeitpunkt gemessen werden (Abb. 4.B).
Die Kiihlung, welche bereits intraischdmisch nach 3-stiindiger OGD initiiert wurde, konnte also
keine signifikant messbare Reduktion des frithen Schadens bewirken. Allerdings ist zum 6 h

Zeitpunkt bereits ein Trend zur Reduktion des Zelltodes durch TH zu verzeichnen (Abb. 4.A).
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Abbildung 4: LDH Freisetzung in der HT-22/BV-2 Co-Kultur nach A) OGD nach 6 h und B)
OGD/R nach 30 h. TH = therapeutische Hypothermie bei 33,5 °C; Normoxe
Kontrolle = DMEM + Glukose bei 21 % O,; OGD = DMEM - Glukose bei 0,2 % O,;
OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach vorangegangener OGD fiir 6 h. A) n = 3; B)
n=3.*=p<0,05. lway ANOVA mit Bonferroni Post Test.
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4.1.3 OGDIR fiihrt zur Migration der BV-2 Zellen in Richtung der HT-22 Zellen

OGD/R, TH

Abbildung 5: Einfluss des OGD/R-Experimentes auf die Morphologie der HT-22/BV-2
Co-Kultur. TH = therapeutische = Hypothermie @ bei 33,5 °C;  Normoxe
Kontrolle = DMEM + Glukose bei 21 % O,; OGD = DMEM - Glukose bei 0,2 % O,;
OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach vorangegangener OGD fiir 6 h. Fiir die
Aufnahmen wurden die Kulturen nach Versuchsdurchfiihrung fiir weitere 18 h bei 37 °C unter
normoxen Bedingungen und mit Vollmedium inkubiert. 40-fache VergroBerung.

Mittels der Phasenkontrastmikroskopie lie} sich die Morphologie der Co-Kulturen in Folge des
OGD/R-Experimentes  observieren. Dazu  durchliefen die  Versuchsgruppen  das
Zeit-Temperatur-Protokoll (Abb. 1) und wurden anschlieBend fiir weitere 18 h unter normoxen

Bedingungen bei 37 °C und in Vollmedium kultiviert. Unter allzeitig normoxen
Kontrollbedingungen bei 37 °C zeigte sich eine homogene Verteilung der BV-2 und HT-22 Zellen

entsprechend des ausplattierten Verhiltnisses (Abb. 5.A). Die HT-22 Zellen, erkennbar an den
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langen Zellausldufern und sternférmigen Soma, bilden untereinander zahlreiche interzelluldre
Verbindungen. Sie sind auf dem Kulturschalenuntergrund adhérent, wéhrend sie von den
mikroglialen BV -2 Zellen gleichmiBig tibersiedelt werden. Die BV-2 Zellen zeichnen sich durch
ihren kleinen abgerundeten Zellkorper aus. In den durch OGD/R geschiddigten Kulturen mit und
ohne TH zeigte sich eine Abnahme der Zelldichte und eine clusterartige Neuanordnung der
Neurone (Abb. 5.C; D). Zudem konnte eine deutliche Reaktion der BV-2 Zellen im Sinne einer
Migration in Richtung der Neuronengruppen beobachtet werden. Dies fand abgeschwicht auch
unter normoxen aber gekiihlten Versuchsbedingungen statt (Abb. 5.B). Diese Beobachtungen
weisen auf eine zellulire Interaktion der beiden Zelltypen und Anderung des
Aktivierungsphédnotyps der Mikrogliazellen als Reaktion auf die OGD/R in dem direkten
Co-Kulturmodell hin.

4.14 Konzentrationsreihen von DADLE und WIN-55,212-2

Um die Versuchskonzentrationen von DADLE und WIN-55,212-2 zu bestimmen, wurde jeweils
eine dezimale Konzentrationsreihe der Wirkstoffe im Rahmen des OGD/R Zeit-Temperatur-
Protokolls getestet (Abb. 1). Die Wirkstoffkonzentrationen wurden entsprechend in
Mangelmedium appliziert und nach 6 h durch reines Vollmedium ersetzt. Es folgte eine
Nachbeobachtung fiir weitere 24 h. Es herrschten allzeitig normoxe Kulturbedingungen. Als
Kontrolle wurde eine Co-Kultur unter gleichen Medium- und Inkubationsbedingungen, jedoch
ohne Wirkstoff kultiviert. Ein LDH Assay wurde durchgefiihrt, um die Toxizitdt anhand des
Zelltodes zu bestimmen. Fir DADLE konnte in der getesteten Konzentrationsreihe in
Kombination mit dem experimentell eingesetzten Mangelmedium weder zum 6 h noch zum 30 h
Zeitpunkt eine signifikant nachweisbare Toxizitdt im Vergleich zur Kontrolle gefunden werden.
Ahnlich verhielt es sich mit dem Wirkstoff WIN-55,212-2. Lediglich fiir eine Konzentration von
100 xM WIN-55,212-2 lieB sich zum 30 h Zeitpunkt eine signifikante Zunahme des Zelltodes und

somit Toxizitidt messen (Abb. 6).
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Abbildung 6: Toxizititspriifung fiir DADLE und WIN-55,212-2 mittels LDH Assay in der
HT-22/BV-2 Co-Kultur. A) DADLE, B) WIN-55,212-2. Durchfiihrung fiir alle Gruppen in
Mangelmedium mit entsprechendem Wirkstoffzusatz fiir 6 h gefolgt von einem Mediumwechsel
zu Vollmedium fiir eine 24-stiindige Nachbeobachtung. Normalisierung zur Kontrolle (ohne
Wirkstoff). n = 3.

4.1.5 DADLE und WIN-55,212-2 fiihren tendenziell zu einer reversiblen
Suppression der Proteinexpression von RBM3

Weiterhin wurde in diesem Versuchsaufbau eine mogliche Regulation der Proteinexpression von
RBMa3, als potentieller Mediator der Neuroprotektion, mittels Western Blot Analyse untersucht.
Es zeigte sich keine signifikante Verdnderung der RBM3 Proteinexpression weder zum 6 h noch
zum 30 h Zeitpunkt. Tendenziell war das RBM3 Level jedoch nach 6-stiindiger
Wirkstoffapplikation supprimiert. Die RBM3 Proteinexpression zum 30 h Zeitpunkt hatte sich
jedoch auf Kontrollniveau erholt und zeigte gegebenenfalls eine leichte Tendenz zur
Hochregulation fiir DADLE 10 nM sowie WIN-55,212-2 100 nM im Vergleich zu den iibrigen
Wirkstoffkonzentrationen (Abb. 7). In der Zusammenschau mit der im LDH Assay gezeigten
ausbleibenden Toxizitdt dieser Wirkstoffkonzentrationen wurden diese fiir die weiteren
Experimente ausgewihlt. Eine RBM3 Proteinquantifizierung wurde in den Proben nach
Inkubation mit 100 M WIN-55,212-2 zum 30 h Zeitpunkt aufgrund des Materialverlustes durch
Zelltod nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 7: Regulation der RBM3 Proteinexpression durch DADLE und WIN-55,212-2 in der
HT-22/BV-2 Co-Kultur. A) DADLE, B) WIN-55,212-2. Durchfiihrung fiir alle Gruppen in
Mangelmedium mit entsprechender Wirkstoffkonzentration fiir 6 h gefolgt von einem
Mediumwechsel zu Vollmedium fiir eine 24-stiindige Nachbeobachtung. Normalisierung zur
Kontrolle (ohne Wirkstoff). n = 3.

4.1.6 10 nM DADLE wirken ebenso protektiv wie TH gegen den Schaden nach
OGD/R; WIN-55,212-2 zeigt weder einen alleinigen noch additiv protektiven
Effekt in Kombination mit TH

Das OGD/R-Experiment der Co-Kultur wurde mit dem Zusatz von 10 nM DADLE respektive

100 nM WIN-55,212-2 zur Untersuchung des protektiven Potentials der Substanzen mit und ohne

zusitzliche TH wiederholt. Die Applikation der Wirkstoffe erfolgte jeweils zu Versuchsbeginn

simultan mit dem Beginn der Schidigung durch OGD (Abb. 1). Nach 6 h erfolgte dann die

Wiederherstellung der Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung, im Sinne einer Reperfusion. Durch

den Wechsel zu reinem Vollmedium erfolgte die Eliminierung des jeweiligen Wirkstoffes. Die

Kulturen wurden in normoxe Inkubatoren transferiert. Zum 6 h Zeitpunkt zeigte sich in allen

Versuchsgruppen ein Trend zu geringerer LDH Ausschiittung in den jeweils gekiihlten Kulturen.

Es fand sich jedoch kein Hinweis auf einen alleinigen oder zusétzlich protektiven Effekt der
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Wirkstoffe DADLE und WIN-55,212-2 nach 6 h. Nach OGD/R beobachteten wir neben der bereits
beschriebenen Protektion durch TH (Abb. 4.B) eine signifikante Reduktion des Zelltodes durch
die singulédre Applikation des Opioids DADLE. Dieser Effekt war jedoch der Protektion durch TH
nicht iiberlegen. Die Kombination des Opioids mit der TH brachte auBerdem keinen additiven
Schutz im Vergleich zu alleiniger TH. Das Cannabinoid WIN-55,212-2 hingegen reduzierte den
Zelltod nur in Kombination mit TH. Im Vergleich zur TH allein war jedoch auch hier kein
signifikant additiver Effekt zu messen. Lediglich eine Tendenz zur additiven Reduktion lief} sich

beobachten (Abb. 8).
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Abbildung 8: LDH Freisetzung in der HT-22/BV-2 Co-Kultur nach A) OGD nach 6 h und B)
OGD/R nach 30 h unter Zusatz von 10 nM DADLE respektive 100 nM WIN-55,212-2.
TH = therapeutische Hypothermie bei 33,5 °C; Normoxe Kontrolle = DMEM + Glukose bei 21 %
O,; OGD = DMEM - Glukose bei 0,2 % O,; OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach
vorangegangener OGD fiir 6 h. A)n=3; B) n=3. * = p <0,05. lway ANOVA mit Bonferroni
Post Test.

4.1.7 TH fiihrt mit und ohne DADLE zu einer Induktion der RBM3
Proteinexpression nach OGD/R

Zur Untersuchung, ob die beobachtete Protektion der Co-Kultur vor dem spéten Schaden nach

OGD/R mit einer verstirkten RMB3 Proteinexpression einhergeht, wurde eine Western Blot

Analyse durchgefiihrt. Nach 6-stiindiger OGD ist das RBM3 Level gegeniiber der normoxen

Kontrolle allgemein signifikant reduziert. Es konnte jedoch eine signifikant erhohte Expression

des Proteins nach OGD und TH gegeniiber der normothermen Vergleichsgruppe gemessen
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werden. In der Gruppe nach TH und DADLE Applikation unter OGD war lediglich ein Trend zur
Mehrexpression von RBM3 im Vergleich zum normothermen Pendant zu verzeichnen. Dieser
Effekt zeigte sich nicht in den Kulturen, die zusitzlich zur TH den Wirkstoff WIN-55,212-2
erhielten. Auch die alleinige Wirkstoffapplikationen von DADLE oder WIN-55,212-2 ohne TH
fiihrte nicht zu einer Mehrexpression des untersuchten Kélteschockproteins. Nach OGD/R zum
30 h Zeitpunkt zeigte sich eine signifikante Hochregulation der RBM3 Proteinexpression infolge
TH. Ferner fand sich eine signifikante Mehrexpression in der Versuchsgruppe, welche die
Kombination DADLE und TH erhalten hatte. Interessanterweise konnte in den Kulturen, die
DADLE allein erhielten, trotz des gezeigten signifikant reduzierten Zelltodes (Abb. 8.B), keine
Hochregulation der RBM3 Expression gemessen werden. Die Kulturen nach WIN-55,212-2
Applikation zeigten weder mit noch ohne TH eine verstirkte RBM3 Proteinexpression. In den
normoxen Kontrollen konnte nach 30 h eine deutliche Tendenz zur Mehrexpression von RBM3

beobachtet werden, diese war jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 9: RBM3 Proteinexpressionslevel in der HT-22/BV-2 Co-Kultur nach A) OGD nach
6 h und B) OGD/R nach 30 h unter Zusatz von 10 nM DADLE respektive 100 nM WIN-55,212-2.
TH = therapeutische Hypothermie bei 33,5 °C; Normoxe Kontrolle = DMEM + Glukose bei 21 %
O,; OGD = DMEM - Glukose bei 0,2 % O,; OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach
vorangegangener OGD fiir 6 h. A)n=3; B) n=3. * = p < 0,05. Repeated unpaired t test.
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4.2 Primiire corticale und hippocampale Neurone

4.2.1 Reinheit und Morphologie der primdren Neuronenkultur

A

Abbildung 10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen primérer corticaler Neurone nach A) 4
Tagen in vitro und B) 5 Tagen in vitro. Firbung mit 3-Tubulin (Rot) und DAPI (Blau). 40-fache
VergroBerung.

Zur weiteren Untersuchung der neuroprotektiven Effekte der TH und des Wirkstoffes DADLE
priparierten wir separate priméire Kulturen corticaler und hippocampaler Neurone. Die priméren
Zellkulturen sind genetisch nicht modifiziert oder immortalisiert und gelten daher als
hoherwertigere Modelle fiir in vitro Studien. Die exemplarischen fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen zeigen primére corticale neuronale Kulturen nach DIV 4-5. Anhand der spezifischen
Féarbung mit B-Tubulin fiir neuronale Strukturen und DAPI fiir Nuclei ist zu sehen, dass es sich
nicht um eine reine Kultur neuronaler Zellen handelt. Zellkerne, hier in Blau, sind auch unabhiéngig
von neuronalen Strukturen, hier in Rot, zu sehen (Abb. 10). Eine Quantifizierung des

Reinheitsgrades ist nicht erfolgt.

4.2.2 Primdre corticale Neurone zeigen nur einen Schaden nach OGD/R; TH und
DADLE sind nicht protektiv

Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens der primédren Zellen auf die OGD/R-Schidigung

wurde das Zeit-Temperatur-Protokoll modifiziert (Abb. 2). In Anlehnung an die Protokolle der

Studien von Zhang et al. und Kim et al., wurde eine 24-stiindige Schidigungsdauer gefolgt von

einer 24-stiindigen Nachbeobachtung nach Wiederherstellung der Sauerstoff- und

Nihrstoffversorgung (Abb. 2) durchgefiihrt *''"*. Die TH wurde bereits zu Experimentbeginn
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initiiert um die Effekte mit denen der zu Beginn applizierten Substanz DADLE vergleichen zu
konnen. Basierend auf der Literaturrecherche wurde DADLE in einer 10 uM Konzentration
eingesetzt (siche 3.24) ', Auf eine ausfiihrliche Toxizititstestung mittels einer
Konzentrationsreihe wurde zur Minimierung der erforderlichen Versuchstierzahl bei guter
Datenlage verzichtet. WIN-55,212-2 wurde aufgrund des ausbleibenden Nachweises der

Neuroprotektion in der HT-22/BV-2 Co-Kultur nicht weiter untersucht.

In den Kulturen der corticalen Neurone zeigte sich nach OGD-Schidigung kein mittels LDH
Assay messbarer direkter Schaden. Erst zum spiten 48 h Zeitpunkt, nach OGD/R, erwies sich die
LDH Aktivitit in den Versuchsgruppen als signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Weder die
TH, noch der Wirkstoff DADLE oder die Kombination aus beidem konnte eine Reduktion der
LDH Ausschiittung erzielen (Abb. 11).
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Abbildung 11: LDH Freisetzung in primiren corticalen Neuronen nach A) OGD nach 24 h und
B) OGD/R nach 48 h unter Zusatz von 10 uM DADLE. TH = therapeutische Hypothermie bei
33,5 °C; Normoxie = 21 % O,, Vollmedium = Wachstumsmedium; OGD = OGD-Medium bei
0,2 % O,; OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach vorangegangener OGD fiir 24 h.
A)n=4-6;B)n=4-6. * =p <0,05. Iway ANOVA mit Bonferroni Post Test.

4.2.3 Primdre hippocampale Neurone sind signifikant geschddigt nach OGD und
OGDI/R; die Kombination aus DADLE und TH ist protektiv

Ebenso wie die corticalen Neurone wurden die hippocampalen Neurone entsprechend dem OGD
Protokoll fiir primédre Zellen behandelt (Abb. 2). Nach 24-stiindiger OGD ist hier bereits ein

signifikant erhohter Zelltod anhand der LDH Aktivitit messbar. Keine der getesteten
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Interventionen, TH, DADLE oder die Kombination aus beidem, konnten eine Reduktion der LDH
Ausschiittung erzielen. Nach weiteren 24 h in Folge OGD/R ist jedoch ein protektiver Effekt der
Kombination DADLE plus TH anhand eines signifikant erniedrigten LDH Levels zu messen. Die
alleinige TH kann den Zelltod ebenso wenig wie DADLE allein reduzieren (Abb. 12). Aufgrund

der groBeren Sensitivitdt der hippocampalen Neurone auf die OGD/R-Schidigung, nach dem hier

12

verwendeten Zeit-Temperatur-Protokoll, im Vergleich zu den corticalen Zellen ', wurden im

Folgenden nur die hippocampalen Neurone weiter untersucht.
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Abbildung 12: LDH Freisetzung in priméren hippocampalen Neuronen nach A) OGD nach 24 h
und B) OGD/R nach 48 h unter Zusatz von 10 uM DADLE. TH = therapeutische Hypothermie
bei 33,5 °C; Normoxie = 21 % O,, Vollmedium = Wachstumsmedium; OGD = OGD-Medium bei
0,2 % O,; OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach vorangegangener OGD fiir 24 h.
A)n=4-6;B)n=4-6. * =p <0,05. Iway ANOVA mit Bonferroni Post Test.

4.24 Die RBM3 mRNA Transkription in hippocampalen Neuronen nach OGD ist
induziert infolge TH und TH plus DADLE
Um zu eruieren, ob der reduzierte Zelltod durch die Kombination DADLE und TH in den primiren
hippocampalen Zellen mit einer RBM3 Induktion auf Transkriptionsebene einherging fiihrten wir
eine RT-qPCR durch. Zum 24 h Zeitpunkt nach OGD zeigten alle Versuchsgruppen, die TH allein
oder in Kombination mit dem Opioid DADLE erhalten hatten, eine signifikante Hochregulation
der RBM3 mRNA gegeniiber ihren ungekiihlten Vergleichsgruppen. Das mRNA Level war in den
Kulturen nach der Kombination TH und DADLE tendenziell héher als nach alleiniger TH, wobei

dieser Unterschied statistisch nicht signifikant war. Zum 48 h Zeitpunkt, nach OGD/R, war

59



ERGEBNISSE

lediglich ein Trend zur verstirkten RBM3 Genexpression in den Versuchsgruppen nach TH zu

beobachten (Abb. 13).
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Abbildung 13: RBM3 mRNA Expression in primiren hippocampalen Neuronen nach A) OGD
nach 24 h und B) OGD/R nach 48 h unter Zusatz von 10 uM DADLE. TH = therapeutische
Hypothermie bei 33,5 °C; Normoxie = 21 % O,, Vollmedium = Wachstumsmedium;
OGD = OGD-Medium bei 0,2 % O,; OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach
vorangegangener OGD fiir 24 h. A)n=3; B) n=3. * =p <0,05. lway ANOVA mit Bonferroni
Post Test.

425 TH plus DADLE fiihrt zu einer friiheren Induktion der RBM3
Proteinexpression als TH allein in primdiren hippocampalen Neuronen unter
OGD
Mittels einer Western Blot Analyse wurde dariiber hinaus die Translation der RBM3 mRNA
Information in Protein in den hippocampalen Neuronen untersucht. Zum 24 h Zeitpunkt nach
OGD-Schidigung zeigte sich eine generelle Suppression des RBM3 Proteinlevels in den
Versuchsgruppen, welche der OGD ausgesetzt waren, gegeniiber der normoxen Kontrolle. Im
Vergleich zum ungekiihlten Pendant fand sich jedoch eine signifikante Mehrexpression von
RBM3 in der DADLE plus TH Versuchsgruppe. Reine TH fiihrte nach 24 h nur tendenziell zu
einer Mehrexpression des Kilteschockproteins RBM3 gegeniiber seiner ungekiihlten
Vergleichsgruppe. Nach 48 h, in Folge OGD/R, war dieser Unterschied als signifikant zu messen.
Hingegen lieB sich die Hochregulation von RBM3 nach DADLE Applikation und TH gegeniiber

normothermer DADLE Applikation zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nachweisen. In den priméren
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Neuronen, welche keine OGD Schiddigung erhalten hatten zeigte sich eine signifikante

Hochregulation der Proteinexpression nach Kiihlung zum 48 h Zeitpunkt.
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Abbildung 14: RBM3 Proteinexpressionslevel in primiren hippocampalen Neuronen nach A)
OGD nach 24 h und B) OGD/R nach 48 h unter Zusatz von 10 uM DADLE. TH = therapeutische
Hypothermie bei 33,5 °C; Normoxie = 21 % O,, Vollmedium = Wachstumsmedium;
OGD = OGD-Medium bei 0,2 % O,; OGD/R = Vollmedium und Normoxie fiir 24 h nach
vorangegangener OGD fiir 24 h. A)n=4; B) n =4. * = p < 0,05. Repeated unpaired t test.

5 Diskussion

TH ist die dlteste etablierte Therapie zur Neuroprotektion im Rahmen einer
hypoxisch-ischdamischen Schiddigung. Fiir die perinatale Asphyxie, sowie fiir den
Herzkreislaufstillstand bei Erwachsenen ist sie als therapeutisches Konzept etabliert und in die
Leitlinien der Fachgesellschaften integriert. Trotz der klinischen Evidenz und der
vielversprechenden Daten aus in vivo und in vitro Studien ist die Translation in die klinische Praxis
fiir den Herzkreislaufstillstand bei Kindern noch nicht vollstindig vollzogen. Insbesondere der
padiatrische OHCA ist ein Ereignis mit hoher Mortalitdt und Morbiditédt aufgrund des schweren

hypoxisch-ischdamischen Hirnschadens, fiir den bisher keine therapeutische Intervention zur
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Verfiigung steht. Ein genaueres Verstindnis der Mechanismen der Hypothermie-induzierten
Neuroprotektion ist dringend erforderlich, um eine Optimierung, effektive Anwendung und
schlieBlich breite Translation dieser therapeutischen Intervention in die Klinik zu gewdhrleisten.
Die Aufdeckung und das Verstindnis der zugrunde liegenden zelluldren und systemischen
Prozesse im Rahmen der TH ist auBerdem der Schliissel zu Entwicklung alternativer oder

synergistischer Strategien zur Neuroprotektion.

In dieser Arbeit wurden die Effekte der TH in zwei Zellkulturmodellen bestehend aus Neuronen
und Mikrogliazellen, sowie primédren hippocampalen und corticalen Neuronen untersucht. Ein
besonderer Fokus lag dabei auf der Eruierung der Rolle des Proteins RBM3, als potentieller
zentraler Mediator der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion im Rahmen einer OGD/R.
Dariiber hinaus wurden die Wirkstoffe DADLE und WINS55,212-2 auf ihr neuroprotektives
Potential untersucht und analysiert, ob RBM3 auch hier an der Vermittlung eines protektiven

Effektes beteiligt sein konnte.

5.1 Etablierung eines in vitro OGD/R-Schidigungsmodells

5.1.1 OGD/R-Schddigung in der HT-22/BV-2 Co-Kultur

Der 6-stiindige Entzug von Sauerstoff und Glukose in Form der OGD fiihrte in der HT-22/BV-2
Co-Kultur zu einem signifikant groBeren Schaden als der Entzug von Sauerstoff allein (Abb. 3).
Bei der OGD handelt es sich um ein etabliertes Modell einer hypoxisch-ischamischen Schidigung

in vitro '

, welches daher in der Zellkultur dieser Arbeit angewandt wurde. Auch die
Zellschddigung durch OGD/R war zum 30 h Zeitpunkt signifikant messbar (Abb. 4). Diese
zweigipflige Schiddigung spiegelt das pathophysiologische Konzept der hypoxisch-ischdmischen
Hirnschadigung wieder, welches initial durch Energiedefizit und nekrotischen Zelltod geprigt ist
und spéter durch oxidativen Stress, Inflammation sowie den apoptotischen Zelltod in Folge der
Reperfusion dominiert wird '*. Das Design des Zeit-Temperatur-Protokolls erfolgte in Anlehnung
an das klinische Ereignis des padiatrischen OHCA unter der Beriicksichtigung, dass eine bereits
intraischdmisch initiierte Kiihlung in in vitro Modellen zu einem grof3eren protektiven Effekt fiihrt
3464126127 7ndem gilt zu beachten, dass in vivo das zerebral hypoxisch-ischimische Ereignis selbst

nach der Wiederherstellung des Kreislaufes fiir mehrere Stunden persistieren kann. Dies resultiert

aus einer inadiquaten Sauerstoffversorgung des Gehirns in der Post-Reanimationsphase '**. Bei
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einer frilhen Initilerung der Kiihlung findet die TH in vivo also noch unter zerebralen
hypoxisch-ischdamischen = Bedingungen statt, sodass durch einen intraischdmischen
Kiihlungsbeginn in dem hier genutzten in vitro Modell eine bessere Annédherung an das klinische

Ereignis anzunehmen ist.

5.1.2 OGD/R-Schidigung in primdren Neuronen und selektive Vulnerabilitdit
primdrer hippocampaler und corticaler Neurone
Die Durchfiihrung der OGD/R Experimente mit den primédren hippocampalen und corticalen
Neuronen fiihrte zu einem sehr divergierenden Ausmaf} an Zelltod in den beiden Zellpopulationen.
So zeigten die corticalen Neurone erst nach OGD/R zum 48 h Zeitpunkt einen signifikanten
Zelltod im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach 24-stiindiger OGD hingegen war keine Zunahme
des Zelltodes messbar (Abb. 11). Im Gegensatz dazu zeigten die hippocampalen Neurone bereits
nach 24-stiindiger OGD einen signifikanten Anstieg der LDH Ausschiittung, welcher auch nach
OGD/R zum 48 h Zeitpunkt noch bestehen blieb (Abb. 12). Wihrend bei den corticalen Neuronen
ein protektiver Effekt weder durch TH noch durch DADLE gezeigt werden konnte, war die
Kombination aus TH und 10 xM DADLE protektiv gegen den OGD/R-Schaden in den primiren
hippocampalen Neuronen (Abb. 12). Es ist anzunehmen, dass die fehlende Protektion der
cortikalen Neurone auch auf das unzureichende Schidigungsniveau zuriickzufiihren ist. Die
gezeigte selektive Vulnerabilitit der corticalen und hippocampalen Neurone wurde bereits von
Xiang et al. in unreifen (DIV 6-8) Neuronen beschrieben. In ihren Experimenten konnten Xiang
et al. diese Unterschiede auf eine schwichere antioxidative Abwehr in den hippocampalen
Neuronen zuriickfiihren '*. In der vorliegenden Studie wurde allerdings zu dem OGD-Medium
das B-27 Supplement hinzugefiigt. Dieser Ergdnzungsstoff enthilt Antioxidantien und limitiert

12 Dies weist auf die zahlreichen

den Schidigungseffekt sowie insbesondere den oxidativen Stress
weiteren Mechanismen hin, die neben der antioxidativen Abwehr zu einer hoheren Vulnerabilitit
der hippocampalen Neurone fiihren und in der vorliegenden Arbeit zum Tragen gekommen sind.
So spielen zusitzlich Unterschiede in der Ca**-Sensitivitit, der DNA-Reparaturkapazitiit und der

125

Regulation der Apoptose-Gene eine Rolle '~. Neben den intrinsischen zelluldren Unterschieden in

der Sensitivitit fiihren auch Differenzen in der neuronalen Konnektivitit und Interaktionen

130 Vor allem

zwischen neuronalen und glialen Zellen zu regionalen Vulnerabilitdtsunterschieden
letztere konnen in diesem Modell aus isolierten priméren Zellen nicht nachempfunden werden und

erfordern Experimente mit organotypischen Hirnschnitten oder in vivo Studien . Dennoch
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spiegeln die vorliegenden Ergebnisse die in vivo beobachtete selektive Vulnerabilitit wieder "'
und eignen sich daher als OGD/R-Schiddigungsmodell zur Untersuchung der neuroprotektiven
Eigenschaften von TH, des Wirkstoffs DADLE und eines moglichen therapeutischen

Synergismus.

Die Notwendigkeit einer 24-stiindigen Schidigungsdauer zur Erzielung eines signifikanten
Schadens in primédren Neuronen, gegeniiber einer 6-stiindigen Schéddigung in der Co-Kultur,
verweist auf die grundsitzlichen Unterschiede der beiden in vitro Modelle. Primére Neurone sind
postmitotische Zellen, die keine Proliferation in vitro zeigen und dessen Stoffwechselrate daher
geringer im Vergleich zur proliferativen Zelllinie ist. Auch der Zusatz des antioxidativen B-27
Supplement zum OGD-Medium der priméren Zellen kann zu der deutlich groBeren Resistenz der
Zellen beigetragen haben. Weiterhin ist anzumerken, dass in dem OGD-Medium der priméren
Neurone NBM durch HBSS ersetzt wurde, um eine Nahrstoffdeprivation zu erzielen. Allerdings
handelt es sich bei dem HBSS um eine balancierte Salzlosung, die ebenfalls Glukose enthilt. Die
Konzentration ist mit 1000 mg/1 deutlich reduziert gegeniiber einer Konzentration von 4500 mg/1
im NBM. Damit fiihrt das OGD-Medium jedoch nicht zu einem génzlichen Entzug von Glukose
und kann daher zu der deutlich erhohten Resistenz der primiren neuronalen Zellen gegeniiber

OGD/R gefiihrt haben.

5.2 Protektive Effekte therapeutischer Hypothermie

5.2.1 Effekte der TH auf Zelliiberleben und Morphologie unter OGDI/R in der
HT-22/BV-2 Co-Kultur
Eine nach 3-stiindiger OGD initiierte TH fiihrt nicht zu einer signifikanten Reduktion des Zelltodes
zum 6 h Zeitpunkt, gemessen an der Ausschiittung von LDH. Es zeigt sich lediglich ein Trend zu
geringerem Zelltod durch TH. Der ausbleibende protektive Effekt kann auf den relativ kurzen
3-stiindigen Kiihlungszeitraum zuriickgefiihrt werden. Hier ist anzunehmen, dass dieser zu kurz
ist, um signifikante Unterschiede zu generieren. Zudem muss beachtet werden, dass das
Herunterkiihlen des Inkubators erst mit einer Verzdgerung zur Zieltemperatur von 33,5 °C fiihrt.
Nach OGD/R hingegen fiihrt die TH zu einer signifikanten Reduktion der LDH Konzentration im
Zelliiberstand (Abb. 4). Dieses Ergebnis deckt sich mit zahlreicher Evidenz aus in vitro und in vivo
Studien, die einen neuroprotektiven Effekt durch TH zeigen konnten '*°. Neben Experimenten an

murinen priméren neuronalen Zellen ** und neuronalen Zelllinien "** konnte auch an Neuronen aus
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humanen embryonalen Stammzellen der protektive Effekt der TH im Rahmen einer
OGD/R-Schidigung demonstriert werden 7>, Antonic et al. fanden in ihrem Modell aus
humanen Neuronen eine Reduktion der LDH Ausschiittung nach OGD/R durch TH. Hierbei war
der Effekt je groBer, desto frither die Kiihlung initiiert wurde. Die zuséitzliche Anwendung der
TUNEL-Methode, einer Darstellung apoptotischer Zellkerne, ergab eine Reduktion der Apoptose
durch TH . Auch Xu et al. kamen zu diesem Schluss in ihrem Modell aus priméren
Mausneuronen, die sie einer Serumdeprivation unter TH aussetzten **. Eine den Experimenten an
einer HT-22/BV-2 Co-Kultur vergleichbare Studie liegt jedoch unseres Wissens nicht vor. Die
Kombination der neuronalen HT-22 Zellen mit den mikroglialen BV-2 Zellen erlaubt es, die
pathophysiologischen Prozesse unter der Prisenz der immunmodulatorischen Mikrogliazellen **
und damit einem vollstindigeren Bild der Vorginge wihrend OGD/R zu untersuchen. Der
Aktivierungsphénotyp der Mikrogliazellen kann durch Kiihlung in Richtung neuroprotektiver

% Somit sind die

Eigenschaften verschoben werden, wie Diestel et al. demonstrierten
Mikrogliazellen potentielle Vermittler der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion. Ein
Vergleich der Effekte der TH in der Co-Kultur mit einer HT-22 Monokultur wurde allerdings nicht
durchgefiihrt. In den vorliegenden Experimenten wurde mittels lichtmikroskopischer
Observierung eine clusterartige Neuanordnung der Neurone als Reaktion auf die Schidigung
beobachtet. Moglich wire auch, dass dieser Eindruck durch den Untergang der iibrigen Zellen
entsteht. Weiterhin ist zu beobachten, dass die zuvor homogen verteilten BV-2 Zellen eine
Migration in Richtung der Neuronengruppen zeigen. Die Fahigkeit der mikroglialen Zellen in
Richtung der Schidigung zu wandern, um dort aktiv am Abbau von Zelliiberresten und der
Reparatur mitzuwirken ist ein bekanntes Phinomen ***. Auch Kiihlung kann ein Stimulus sein,
der die Transformation der Mikrogliazellen in den amdboiden und damit mobilen Phénotyp
bewirkt *’. In dem hier verwendeten Modell konnte keine Aussage iiber den Unterschied zwischen
gekiihlten und ungekiihlten Co-Kulturen nach OGD/R beziiglich der Migrationsrate der
Mikrogliazellen gemacht werden. Dazu wire eine genauere Beobachtung iiber die Zeit
erforderlich. Die Migration selbst ist jedoch ein Hinweis auf die rege Zell-Zell-Interaktion
zwischen den Neuronen und Mikrogliazellen und unterstiitzt die Wertigkeit dieser Co-Kultur als
Modell einer hypoxisch-ischdmischen Schiddigung in vitro. Die unterschiedlichen
Aktivierungscharakteristika der Mikrogliazellen in der Co-Kultur nach OGD/R mit und ohne TH,
wie von Diestel et al. und Schmitt et al. beschrieben, sollten Gegenstand weiterer Experimente

sein 1%,
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5.2.2 Effekte der TH auf das Zelliiberleben primdrer hippocampaler Neurone unter
OGDI/R
TH schiitzt priméire hippocampale Neurone nicht vor einer OGD/R-Schidigung. Zwar ist eine
tendenzielle Reduktion der LDH Ausschiittung gegeniiber der ungekiihlten Vergleichsgruppe zu
sehen, die statistische Analyse ergab jedoch keine Signifikanz (Abb. 12). Die Neuroprotektion
durch TH in vitro wurde mehrfach beschrieben, wie unter 5.2.1 ausgefiihrt. Ein fehlender
Nachweis des Effektes in dem hier untersuchten Modell aus priméren hippocampalen Neuronen
kann moglicherweise auf die Modalititen des Zeit-Temperatur-Protokolls zurtickgefiihrt werden
(Abb. 2). Durch den direkten, mit der OGD simultanen, Beginn der Kiihlung in diesem Modell
erfahren die Kulturen letztlich eine TH iiber den gesamten 48-stiindigen Versuchszeitraum. Gao
et al. beschrieben einen Verlust des protektiven Effektes in Folge einer Prolongierung der TH **.
In ihrem OGD-Modell aus priméren Neuronen erzielte eine 4,5-stiindige postischimische Kiihlung
den groBten protektiven Effekt, wihrend eine lingere Dauer diesen aufhob "*. Dass die
Vergleichbarkeit des Modelles von Gao et al. und dem in dieser Arbeit verwendeten eingeschridnkt
ist, zeigt sich an der Dauer der OGD, die fiir die Erzeugung eines signifikanten Schadens
ausreichend war. Wihrend Gao et al. die Zellen lediglich 1,5 h einer OGD exponieren mussten,
um einen signifikanten Schaden zu messen, waren in dem hier gebrauchten Modell 24h
erforderlich. Dies kann auf die unterschiedliche Reife der Neurone zuriickgefiihrt werden, da diese
mit der Vulnerabilitiit gegeniiber Exitotoxizitit korreliert '*°. Gao et al. verwendeten primire
Neurone an DIV 5-6 "**, wihrend in der vorliegenden Arbeit eine Kultivierung fiir 10-11 Tage
erfolgte. Nichtsdestotrotz kann eine zu lange Kiihlungsperiode sich negativ auf die Protektion der
hippocampalen Neurone ausgewirkt haben. Zudem gilt zu beachten, dass der Zusatz des
antioxidativen B-27 Supplement in der vorliegenden Arbeit den Schaden durch OGD vermutlich
abgeschwiicht hat und der Schutz vor oxidativem Stress durch TH * daher nicht zum Tragen
kommen konnte. Auch die Verwendung die Mediums HBSS anstelle eines glukosefreien NB
Mediums, wie bei Gao et al., konnte zu der Abschwichung der Schidigung durch OGD gefiihrt
haben **. Auf die Limitationen des in der vorliegenden Arbeit gebrauchten OGD/R Modells wird
unter 5.1.2 ndher eingegangen. Zusammenfassend konnten diese zu einer Abschwichung der
Schidigung und so zu einer Minderung des protektiven Effektes der TH gegeniiber den

ungekiihlten Kulturen gefiihrt haben.
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5.3 Einfluss der TH auf die RBM3 Proteinexpression

5.3.1 Effekte der TH auf die RBM3 Proteinexpression in der HT-22/BV-2 Co-Kultur
unter OGD/R

TH fiihrt zu einer signifikanten Hochregulation der RBM3 Proteinexpression in der HT-22/BV-2
Co-Kultur nach OGD und OGD/R im Vergleich zu seinem ungekiihlten Pendant (Abb. 9). Bereits
eine 3-stiindige intraischdmische Kiihlung ist ausreichend um das RBM3 Proteinniveau gegeniiber
der ungekiihlten Vergleichsgruppe geringfiigig, aber signifikant zu erhohen. Die friiheste
Induktion von RBM3 wurde von Danno et al. nach 6 h in Nierenkarzinomzellen beschrieben . Es
kommt jedoch in der hier verwendeten Co-Kultur unter den Bedingungen der OGD zu einer
generellen Abnahme der RBM3 Proteinexpression, was durch das Mangelmedium und den
Sauerstoffentzug und folglich eine Suppression des Stoffwechsels unter zelluldren
Stressbedingungen zu erklidren sein kann (Abb. 9.A). Im Gegensatz dazu fanden Wellmann et al.
eine Hochregulation der RBM3 Proteinexpression durch Hypoxie in Zelllinien aus
lymphoblastisch leukémischen Z-33 B-Zellen und epithelialen HeLa Zellen . Es handelte sich
jedoch um eine reine Hypoxie, anders als die hier angewandte OGD. Zudem wiére es moglich, dass
diese hypoxische Regulation von RBM3 nicht fiir neuronale Zellen gilt. So zeigten Trollmann et
al., dass Hypoxie in vivo zu einer Herunterregulation von RBM3 im sich entwickelnden Gehirn
fiilhrt 7°. Stress kann also nicht nur ein Induktor, sondern auch ein Inhibitor der RBM3

Proteinexpression sein ”’. In der vorliegenden Arbeit fiihrt die OGD zu einer Inhibierung.

Die TH hingegen wirkt der Reduktion des RBM3 Levels gegeniiber der ungekiihlten
Vergleichsgruppe entgegen, sodass es nach OGD/R wieder das Kontrollniveau erreicht (Abb. 9).
Diese Hypothermie-induzierte Regulation des Kilteschockproteins in neuronalen Zellen ist
vielfach beschrieben worden ****. Milde TH fiihrt zu einer Hochregulation der RBM3
Protein- und Genexpression gegeniiber der ungekiihlten Vergleichsgruppe nach 24 h Kiihlung in
einer HT-22/BV-2 Co-Kultur . Auch in der reinen HT-22 Monokultur konnte diese RBM3
Induktion von Tong et al. gezeigt werden, wihrend eine BV-2 Monokultur keine RBM3

Regulation aufwies

. Diese Daten deuten auf die neuronalen Zellen als Ursprung der
nachgewiesenen RBM3 Mehrexpression in der Co-Kultur hin. Die von Tong et al. beobachtete
RBM3 Regulation durch moderate TH unter normoxen Bedingungen konnte in der vorliegenden

Studie zum 30 h Versuchszeitpunkt in den Kontrollgruppen nur in Form eines deutlichen Trends
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beobachtet werden ”. Die deutliche Hochregulation des RBM3 Proteins durch TH nach OGD/R
geht mit einer signifikanten Neuroprotektion gegeniiber der ungekiihlten Vergleichsgruppe einher
(Abb. 8.B). Initial nach 6-stiindiger OGD ist mit der Hochregulation von RBM3 lediglich ein
statistisch nicht signifikanter Trend zur Neuroprotektion zu beobachten (Abb. 8.A). Trotz der
deutlichen Korrelation der RBM3 Proteinregulation und der Neuroprotektion konnen die
vorliegenden Ergebnisse keine Kausalitidt herstellen. Dazu miisste eine Analyse der zugrunde
liegenden Signalkaskaden erfolgen, um die Mechanismen einer RBM3-vermittelten
Neuroprotektion genauer zu untersuchen. Zudem wire ein Gen-Knock-down mittels einer small
interfering RNA erforderlich um ein besseres Verstidndnis der Funktion von RBM3 zu erlangen.
Dennoch legen die vorliegenden Daten und zahlreiche weitere Studien die Rolle von RBM3 als
zentralen Mediator der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion nahe. Sie konnte von Chip et al.
in hippocampalen organotypischen Hirnschnitten, priméidren corticalen Neuronen und der
neuronalen PC12 Zelllinie demonstriert werden ®. In ihrer Arbeit konnte gezeigt werden, dass das
RBM3 Level, induziert oder inhibiert, mit der Resistenz gegen eine Apoptose-Induktion in
neuronalen Zellen korreliert ®*. Auch Peretti et al. beschrieben das neuroprotektive Potential von
RBM3 und insbesondere seinen Effekt auf die strukturelle Plastizitdt im ZNS ¥. In in vivo
Modellen neurodegenerativer Erkrankungen, konnten sie zeigen, dass RBM3 in endogene
Reparaturmechanismen involviert ist, und die fehlende Induzierbarkeit des Proteins an der Genese

neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt sein konnte *.

Die vorliegende Arbeit gibt deutliche Hinweise darauf, dass RBM3 in einem in vitro Modell einer
hypoxisch-ischdamischen Hirnschdadigung an der Vermittlung der Hypothermie-induzierten
Neuroprotektion beteiligt ist. Weitere Experimente zur Aufdeckung und zum Verstidndnis der

involvierten Signalkaskaden und Mechanismen sind erforderlich.

5.3.2 Effekte der TH auf die RBM3 Protein- und Genexpression in primdren
hippocampalen Neuronen unter OGD/R

TH fiihrt nach 24 h zu einer signifikanten Induktion der RBM3 mRNA unter normoxen

Kontrollbedingungen. Auch nach OGD-Schidigung ist das RBM3 mRNA Level in den Kulturen,

die TH erhalten haben signifikant erhoht (Abb. 13). Dies zeigt, dass TH ein Induktor der RBM3

Genexpression ist. Das Genexpressionsniveau ist zwar unter OGD-Bedingungen gegeniiber dem

Kontrolllevel reduziert, TH fiihrt jedoch zu einem Erhalt des RBM3 mRNA Niveaus unter OGD.

Nach OGD/R ist der Effekt nur noch in Form eines Trends vorhanden, mit einer limitierend grofen
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Standardabweichung (Abb. 13). Die Translation der mRNA Information in Protein erfolgt in den
primédren hippocampalen Neuronen allerdings erst nach 48 h, betrachtet man die Kulturen nach
OGD und TH. Diese Ergebnisse decken sich mit den bereits unter 5.3.1 ausgefiihrten Resultaten
zahlreicher in vitro Studien, die eine Hypothermie-abhédngige Induktion von RBM3 demonstrieren

konnten 8738

. Eine prizise Beschreibung der Kinetik der RBM3 Geninduktion durch
Hypothermie liegt in der Arbeit von Tong et al. vor. Die Induktion der RBM3 mRNA in
hippocampalen Hirnschnitten beginnt nach 4 h und erreicht ihr Maximum nach 24 h Kiihlung ”.
Auch die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verspétete Translation in RBM3 Protein (nach
48 h), deckt sich mit den Daten von Tong et al, die eine signifikante Mehrexpression des Proteins
RBM3 erst nach 48 h messen konnten. Die Mechanismen dieser verzogerten Translation sind
bisher nicht gekldrt. Ob ein Energiedefizit die Ursache darstellen konnte, muss in weiteren

Experimenten untersucht werden.

5.4 DADLE in der HT-22/BV-2 Co-Kultur und den priméiren hippocampalen

Neuronen

54.1 Protektive Effekte in der HT-22/BV-2 Co-Kultur

Die alleinige Applikation von 10 nM DADLE schiitzt die HT-22/BV-2 Co-Kultur vor einem
OGD/R-Schaden ebenso effektiv wie die TH (Abb. 8.B). Durch die Kombination TH und DADLE
lasst sich kein synergistisch oder additiv protektiver Effekt beobachten. Direkt nach OGD zum 6 h
Zeitpunkt ist weder DADLE noch die Kombination aus Opioid und TH protektiv. Der Schutz
durch DADLE vor dem OGD/R Schaden, mit vergleichbarer Effektivitit wie TH, geht mit den
Ergebnissen aus in vitro OGD/R-Experimenten mit der embryonalen Nierenzelllinie HEK293

einher ',

Dariiber hinaus konnten Kaneko et al. jedoch einen additiven Effekt der Kombination von DADLE
und TH zeigen '. Anders als in der vorliegenden Arbeit wurde allerdings die Zellvitalitit und
mitochondriale Aktivitdt als Mall der Zytoprotektion genutzt, wodurch die Funktionalitdt der
lebenden Zellen erfasst wird. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen das Ausmal} des
Zelltodes anhand von LDH quantifiziert, und damit ein Endpunkt des Zellunterganges erhoben.
Letztlich handelt es sich aulerdem in der Studie von Kaneko et al. um eine renale Zelllinie, die

sich moglicherweise anders verhilt als die HT-22/BV-2 Co-Kultur. Weitere Experimente der

69



DISKUSSION

Arbeitsgruppe an primédren Rattenneuronen zeigten dariiber hinaus, dass der protektive Effekt
einer Kombinationstherapie aus TH und mesenchymalen Stammzellen durch den Einsatz des
Opioidantagonisten Naltrexon gehemmt werden kann. Dies gibt Hinweise darauf, dass das

Opioid-System, insbesondere der DOR, an der Vermittlung der Neuroprotektion beteiligt ist '*.

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Schutz vor einem OGD/R-Schaden durch DADLE deckt
sich ferner mit Resultaten zahlreicher Studien, welche zeigen, dass DADLE primire corticale
Neurone und eine neuronale PCI12 Zelllinie gegen eine Schiddigung durch Hypoxie,
Serumdeprivation sowie OGD schiitzen kann ****'*. In der Studie von Hayashi et al. wurde
DADLE fiir den gesamten 48-stiindigen Zeitraum der Serumdeprivation appliziert **. Auch in der
Arbeit von Zhang et al. wurde der Wirkstoff iiber den gesamten Versuchszeitraum von 72 h
appliziert und sogar eine erneute Dosis nach 36 h hinzugefiigt . Im Vergleich zu den vorliegenden
Experimenten wurde DADLE also fiir eine deutlich ldngere Versuchsperiode appliziert. Zu
beachten ist auch, dass in den experimentellen Designs bei Zhang et al., Hayashi et al. oder Ke et
al. keine einer Reperfusion vergleichbare Phase folgte ***°. Umso interessanter ist es, dass in der
vorliegenden Arbeit der protektive Effekt des Opioids nach 30 h und erfolgter OGD/R trotz
lediglich 6-stiindiger Applikation zu beobachten war. Ahnliche Resultate erhielten Borlongan et
al. in ihrem Schlaganfallmodell in Ratten, nach einer Vorbehandlung mit DADLE. Die
Verabreichung der DOR-Agonisten konnten den strukturellen, sowie funktionalen Schaden nach

% Dies deutet auf die komplexen

einem Schlaganfallereignis mit Reperfusion reduzieren
Mechanismen der DADLE Wirkung hin, die von He et al. zusammengefasst wurden und sich in
akute und nicht-akute Effekte unterteilen lassen ’. Eine genauere Beschreibung erfolgt unter 1.6.1.
Da die Protektion in den vorliegenden Experimenten erst nach OGD/R messbar ist, ist davon
auszugehen, dass DADLE wihrend der OGD zu Anpassungsvorgédngen gefiihrt hat, die zu einer
groBeren Toleranz gegeniiber der Reperfusion fiihrten. Entsprechende Mechanismen wurden von
Wang et al. und Borlongan et al. beschrieben und involvieren den PI3K/Akt und p53 Signalweg
96,137

und wirken antiapoptotisch sowie antinekrotisch *°. Weitere Studien zum genaueren

Verstiindnis der involvierten komplexen Mechanismen stehen aus /.

In der vorliegenden Arbeit wurde insbesondere untersucht, ob DADLE im Vergleich zur TH als
alternative oder synergistische Therapie im Rahmen einer neuronalen Schadigung durch OGD

angewandt werden konnte. Weitere Experimente zur Determinierung des optimalen
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Applikationszeitpunktes und -raumes und zur Eruierung der zugrunde liegenden

Wirkmechanismen des DOR-Agonisten stehen aus.

54.2 Effekte auf die RBM3 Proteinexpression in der HT-22/BV-2 Co Kultur

Das Kilteschockprotein RBM3 wird infolge der TH in Kombination mit dem Wirkstoff DADLE
nach OGD/R zum 30 h Zeitpunkt signifikant mehr exprimiert als in seiner ungekiihlten
Vergleichsgruppe (Abb. 9). Interessanterweise fiihrt die alleinige Applikation von DADLE trotz
des beobachteten protektiven Effektes nach OGD/R (Abb. 8) nicht zu einer Hochregulation der
RBM3 Proteinexpression (Abb. 9). Die Kombination aus DADLE und TH fiihrt nach 30 h zwar
zu einer signifikanten Hochregulation gegeniiber normothermer DADLE Applikation, der Effekt
entspricht jedoch dem von Kiihlung allein und zeigt keine additive Steigerung des RBM3
Proteinlevels (Abb. 9). Dies ist nach unserem Kenntnisstand die erste Untersuchung zur
Regulation des Kilteschockproteins RBM3 durch einen DOR-Agonisten. Die Studienlage weist
auf die mogliche Verkniipfung von DADLE mit dem Uberlebensprotein RBM3 hin. Sowohl
DADLE als auch RBM3 sind mit dem Phdnomen des Winterschlafs und der dabei induzierten
endogenen Toleranzsteigerung gegen hypoxisch-ischdmische Bedingungen durch zahlreiche
Evidenz in Verbindung gebracht worden. Eine Hochregulation des Proteins RBM3 wurde in
winterschlafenden ~ Erdhérnchen beobachtet ” und DADLE als Induktor eines
Winterschlaf-dhnlichen Zustandes identifiziert ***°. Die Resultate der vorliegenden Experimente
zeigen, dass zumindest zum 30 h Zeitpunkt keine Hochregulation der RBM3 Proteinexpression
durch den DOR-Agonisten messbar ist. Ob diese allerdings zu einem Zeitpunkt zwischen 6 und
30 h temporir vorhanden war, kann mit den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden und

bedarf weiterer Experimente.

Neben eine Induktion der RBM3 Proteinexpression kann der protektive Effekt durch DADLE
durch zahlreiche andere, vorbeschriebene Wirkungen der Substanz vermittelt sein. Beispielsweise
nimmt DADLE Einfluss auf die Apoptose-Kaskaden **'*’, welche hier nicht untersucht wurden.
Auch der friithe Zeitpunkt und begrenzte Zeitraum der DADLE Applikation konnte fiir den
fehlenden Nachweis einer RBM3 Proteinexpressionssteigerung verantwortlich sein. Allerdings ist
anzumerken, dass die Experimente zur Dosierung von DADLE und dosisabhéngiger RBM3
Proteinregulation ebenfalls keinen Hinweis auf eine Induktion von RBM3 durch DADLE zum

30 h Zeitpunkt geben konnten (Abb. 7). Dariiberhinaus zeigt sich nach 6-stiindiger Inkubation mit
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DADLE eine generelle dosisunabhéingige Suppression der RBM3 Proteinexpression, welche nach
30 h vollsténdig reversibel ist (Abb. 7) ohne sich zytotoxisch auf die Zellen auszuwirken (Abb. 6).
Dieses Ergebnis geht mit der von Tian et al. beobachteten DADLE-induzierten reversiblen
Reduktion des Transkriptionslevels in priméren corticalen Neuronen einher. Das Opioid induziert
also einen, von Tian et al. als Winterschlidf-dhnlich bezeichneten, Zustand, welcher fiir die
neuroprotektive Wirkung verantwortlich ist '**. Interessanterweise geht dies, anders als bei
winterschlafenden Erdhornchen beobachtet 7, in der DADLE-Konzentrationsreihe der
HT-22/BV-2 Co-Kultur nicht mit einer Induktion der RBM3 Proteinexpression einher. In den
OGD/R-Experimenten konnte auflerdem keine Suppression der RBM3 Proteinexpression im
Vergleich zu Kulturen ohne DADLE beobachtet werden. Vermutlich lag dies darin begriindet,
dass die Induktion der OGD selbst bereits als starker Supressor der Proteinexpression wirkte (Abb.
9). Auch konnte TH stets als Induktor des RBM3 Proteinlevels unter gleichzeitiger DADLE Gabe
fungieren. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der protektive Effekt einer alleinigen DADLE

Applikation nach OGD/R in der Co-Kultur nicht iiber das Kilteschockprotein RBM3 vermittelt

wird.

54.3 Protektive Effekte in primdren hippocampalen Neuronen

Die Kombination aus 10 M DADLE und TH fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der LDH
Ausschiittung nach OGD/R in priméren hippocampalen Neuronen. Die singuldre Applikation des
DOR-Agonisten, sowie die alleinige TH sind nicht protektiv (Abb. 12). Diese Ergebnisse deuten
auf einen synergistischen Effekt von TH und DADLE hin und decken sich mit den Resultaten von
Kaneko et al. Sie fanden eine additive Protektion durch die Kombination DADLE und Kiihlung
(34 °C) vor einem OGD/R-Schaden in renalen Zellen. Im Gegensatz zu den vorliegenden
Ergebnissen, konnte jedoch auch ein alleiniger protektiver Effekt sowohl des Opioids, als auch der
TH auf die HEK293 Zellen gemessen werden 1% Wie unter 5.4.1, beschrieben wurden jedoch die
Zellvitalitdt und mitochondriale Dysfunktion als Maf} fiir die Protektion herangezogen. Zudem
erfolgte die Applikation des Wirkstoffes DADLE fiir den Reperfusionszeitraum und nicht wie in
der vorliegenden Arbeit die OGD-Phase. Weiterhin stehen die Ergebnisse aus den Versuchen mit
priméren hippocampalen Neuronen im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen aus Versuchen
mit der HT-22/BV-2 Co-Kultur. Es wire moglich, dass der Unterschied aus der Interaktion der
Neurone und Mikrogliazellen in der Co-Kultur resultiert und die jeweiligen Monokulturen ein

individuelles Reaktionsmuster auf die Behandlung mit DADLE unter OGD/R zeigen. Hierzu sind
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weitere Experimente und die Aufkldrung der Mechanismen der Neuroprotektion durch DADLE
erforderlich. =~ Zudem  unterscheiden  sich  die  Zeit-Temperatur-Protokolle  und
Schidigungsmodalitdten der beiden Zellkultur-Modelle, wie unter 5.7 genauer erldutert wird,

sodass die Vergleichbarkeit eingeschrinkt ist.

544 Effekte auf die RBM3 Protein- und Genexpression in primdren
hippocampalen Neuronen
Die alleinige Applikation von DADLE ohne TH fiihrt nicht zu einer Induktion der RBM3
Genexpression (Abb. 13). Dies spiegelt auch die ausbleibende Steigerung der RBM3
Proteinexpression wieder (Abb. 14). Die Kombination aus TH und DADLE hingegen fiihrt zu
einer signifikanten Hochregulation von RBM3 auf Gen- und Proteinebene bereits nach 24 h.
Infolge der Reperfusion nach 48 h und damit der Elimination des Wirkstoffes ist der Effekt jedoch
nicht mehr nachweisbar. Im Vergleich zur Induktion der RBM3 Gen- und Proteinexpression durch
alleinige TH kommt es zu einer fritheren Translation der RBM3 mRNA in Protein. Diese friihere
Translation konnte fiir den protektiven Effekt der Kombinationstherapie gegeniiber alleiniger TH
nach OGD/R verantwortlich sein. Der Mechanismus dieser friitheren Mehrexpression von RBM3
auf Proteinebene infolge TH und DADLE unter OGD bleibt jedoch zu eruieren. Moglich wiire,
dass die Kombination zu einem Erhalt der Energiereserven der Zelle fiihrt, sodass die Umsetzung
in Protein bereits unter den Deprivationsbedingungen der OGD stattfinden kann. Zur weiteren
Kldrung dieser Uberlegung wiren weiterfiihrende Experimente und Analysen erforderlich. Um
zudem eine verdnderte Kinetik der RBM3 Proteinexpression infolge der Kombinationstherapie
genauer untersuchen zu konnen, miissten zahlreiche weitere Zeitpunkte analysiert werden. RBM3
gilt als Vermittler endogener Reparatur- * und Toleranzmechanismen und scheint eine zentrale
Rolle bei der Induktion des Winterschlafzustandes in einigen Siugetieren zu spielen ”. Ebenso an
diesem physiologischen Anpassungsvorgang beteiligt, sind das DOR-System und sein spezifischer
Agonist DADLE **°. Diese Eigenschaften legen eine Verkniipfung der beiden Systeme nahe.
Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte dieser mogliche Link jedoch nicht weiter
untermauert werden. Es bleibt zu priifen, wie sich das RBM3 Level in vivo infolge einer
Applikation von DADLE allein oder in Kombination mit TH verhilt. Dariiber hinaus sind weitere
Experimente notwendig um einen moglichen RBM3-unabhingigen Mechanismus der
Neuroprotektion aufzukldren und einen Synergismus der beiden protektiven Strategien TH und

DADLE auf subzelluldrer Ebene zu finden.
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5.5 WIN-55,212-2 in der HT-22/BV-2 Co-Kultur

5.5.1 Protektive Effekte

Die Applikation von 100 nM WIN-55,212-2 schiitzt die HT-22/BV-2 Co-Kultur nicht vor einem
Schaden durch OGD und OGD/R. Allerdings ldsst sich ein protektiver Effekt der
Kombinationstherapie aus TH und WIN-55,212-2 nach OGD/R zeigen, dieser ist jedoch
gegeniiber dem Effekt durch singuldre TH nur tendenziell stidrker. In der lway ANOVA Analyse

mit Bonferroni Post Test zeigte sich dieser Unterschied nicht statistisch signifikant (Abb. 8). Die

102,103,111,112 111,139

neuroprotektive Rolle von WIN-55,212-2 wurde vielfach in vivo und in vitro
beschrieben. Allerdings scheint die Cannabinoid-induzierte Hypothermie einen deutlichen Anteil
an der Neuroprotektion zu haben '>. In der Studie von Fernandez-Lopez et al. an neonatalen Ratten
mit hypoxisch-ischdmischer Enzephalopathie wurden keine Daten zur Temperatur der
Versuchsratten publiziert, sodass davon auszugehen ist, dass diese nicht kontrolliert wurde und
eine Hypothermie als Confounder der WIN-55,212-2-Wirksamkeit anzunehmen ist '*. In unserem
in vitro Modell ldsst sich lediglich ein Effekt der Kombination aus WIN-55,212-2 und TH auf die
LDH Ausschiittung nach OGD/R zeigen. Dies entspricht den Ergebnissen von Bonfils et al., aus
in vivo Experimenten globaler und fokaler zerebraler Ischimie, die einen additiven Effekt durch
die Cannabinoid-induzierte Hypothermie ergaben '. Sie fanden jedoch dariiber hinaus einen
signifikant protektiven Effekt durch die WIN-55,212-2 Applikation unter normothermen
Bedingungen '”*, welcher in unserem Co-Kulturmodell nicht beobachtet werden konnte. Auch in
vitro ist das neuroprotektive Potential von WIN-55,212-2 vielfach gezeigt worden. In OGD
Experimenten mit Hirnschnitten und priméren Neuronen schiitzt WIN-55,212-2 durch Reduktion
von Exitotoxizitit, proinflammatorischen Zytokinen und oxidativem Stress ''"'**. Die Diskrepanz
zwischen unseren in vitro Resultaten und denen anderer Arbeitsgruppen liegt wahrscheinlich in
den Modalititen der Experimente begriindet. Nagayama et al. benutzten DIV 18 primére Neurone,
im Gegensatz zu hier benutzen Co-Kultur aus hippocampalen und mikroglialen Zelllinien, und
setzen diese einem Protokoll aus 8 h OGD und 16 h simulierter Reperfusion aus '''. Die
Wirkstoffkonzentration von WIN-55,212-2 war mit 10 M &hnlich der in den vorliegenden
Experimenten eingesetzten Dosis von 100 nM. Die Applikation erfolgte ebenfalls fiir den Zeitraum
der OGD. Neben den subtilen Unterschieden im Versuchsdesign konnte die Diskrepanz zu unseren
Ergebnissen auch in der Methode zur Messung des protektiven Effektes begriindet sein. So

benutzen Nagayama et al. einen auf Alamar Blue basierenden Vitalititsassay, wihrend die

74



DISKUSSION

vorliegende Arbeit die Ergebnisse auf einen Zelltodassay mittels LDH Bestimmung stiitzt. Nicht
zuletzt unterstreichen die unterschiedlichen Resultate die Limitationen des Zellkulturmodells, auf
welche im Folgenden unter 5.7 ndher eingegangen wird. Die Zytotoxizitétstestung von
WIN-55,212-2 in der HT-22/BV-2 Co-Kultur hat eine signifikante Toxizitdt bei einer
Konzentration von 100 zM ergeben (Abb. 6.B). Typischerweise zeigen Cannabinoid-Derivate eine
Affinitit zum CB,- und CB,-Rezeptor im nanomolaren Bereich. Mikromolare Konzentration
fiihren wahrscheinlich zu unspezifischen Rezeptorbindungen und letztendlich zur Toxizitit '*.
Interessanterweise exprimieren vor allem Mikrogliazellen den CB,-Rezeptor, zu dem
WIN-55,212-2 ein fast doppelt so hohe Affinitit wie zum CB,-Rezeptor zeigt '®. Daher ist
anzunehmen, das vor allem die BV-2 Zellen in der untersuchten Co-Kultur das Ziel der

Cannabinoid-Wirkung darstellen '

. Ein Einfluss auf das Zytokin-Expressionsmuster der
Mikrogliazellen, als Hinweis auf das Aktivierungsprofil und eine mogliche Immunmodulation
durch WIN-55,212-2 wurde nicht untersucht und sollte Gegenstand weiterer Experimente sein.
Weiterhin ist die erneute Testung von WIN-55,212-2 in einem modifizierten
Zeit-Temperatur-Protokoll notwendig, um zu eruieren ob darunter ein protektiver Effekt zu

erzielen ist.

5.5.2 Effekte auf die RBM3 Proteinexpression

Die Applikation des Wirkstoffs WIN-55,212-2 fiihrt weder mit noch ohne TH zu einer Induktion
der RBM3 Proteinexpression (Abb. 9). Interessanterweise zeigen auch die Kulturen nach der
Kombinationstherapie mit TH und WIN-55212-2, welche sich als protektiv nach OGD/R
erwiesen hatte (Abb. 8.B), keine Induktion der RBM3 Expression gegeniiber der ungekiihlten
Vergleichsgruppe. Der Vergleich mit den Vorversuchen zur Konzentrationstestung von
WIN-55,212-2 zeigt, dass zum 30 h Zeitpunkt keine generelle Suppression der RBM3 Expression
erfolgt (Abb. 7.B). Es zeigt sich, dass unter OGD/R Bedingungen WIN-55,212-2 zu einer
Hemmung der Hypothermie-induzierten Mehrexpression von RBM3 gegeniiber der ungekiihlten
Vergleichsgruppe fiihrt. Wodurch diese Suppression erfolgt, bleibt zu eruieren. Weiterhin stellt
sich die Frage, ob die Protektion in Folge der Kombinationstherapie durch einen
RBM3-unabhéngigen Mechanismus erfolgt ist. AbschlieBend lieBe sich die Frage nach
alternativen RBM3-unabhingigen Mechanismen nur durch weitere Experimente mit einem RBM3
Knock down und eine genauere Analyse der involvierten Signalkaskaden beantworten. Es bleibt

zu kldren welchen modulatorischen Einfluss das Cannabinoid auf die mikroglialen BV-2 Zellen in
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der Co-Kultur ausiibt und ob dies schlieBlich zu einer Hemmung der RBM3 Expression in den
neuronalen Zellen gefiihrt haben konnte. Die HT-22 Zellen, der in dieser Arbeit untersuchten
Co-Kultur, sind die Quelle der RBM3 Proteinexpression, wie Tong et al. in ihren Experimenten
zur Kinetik der RBM3 Regulation durch Hypothermie zeigen konnten . Die RBM3 Suppression
konnte daher das Resultat einer interzelluldaren Modulation durch die BV-2 Zellen sein. Méglich
ist auch, dass der Zusatz des Cannabinoids zu einer Verdnderung der Kinetik der RBM3
Regulation durch Hypothermie fiihrt. Hieriiber konnte die Analyse der Expression zu weiteren
Zeitpunkten Aufschluss geben. In der Literatur ist keine Verkniipfung von RBM3 und
WIN-55,212-2 vorbeschrieben.

5.6 Klinische Relevanz

Insbesondere vor dem klinischen Hintergrund des Herzkreislaufstillstandes wire die Entwicklung
einer therapeutischen Strategie mit DADLE attraktiv, da der Wirkstoff nicht nur das Gehirn,
sondern auch das Herz vor den Folgen des hypoxisch-ischimischen Ereignisses schiitzt *"''. Der
potentielle Synergismus mit Kiihlung konnte zu einer breiteren klinischen Translation der
experimentellen Evidenz zur Neuroprotektion durch TH fiihren. Auch beziiglich der analgetischen
Eigenschaften '* und moglichen Effektivitit gegen Kiihlungs-assoziierte Nebenwirkungen, wie
Muskelzittern '*', konnte DADLE klinische Anwendung finden. Hierzu sind jedoch zunichst
weitere in vivo Experimente zur Charakterisierung des systemischen Wirkspektrums und besseren

Verstdndnisses der protektiven Eigenschaften notwendig.

Aufgrund der Erfahrungen mit TH in der Anwendung bei neonataler hypoxisch-ischdmischer
Enzephalopathie und adultem Herzkreislaufstillstand wird deutlich, dass die Intervention mit
Nebenwirkungen und Schwierigkeiten bei der Durchfiihrbarkeit assoziiert sein kann **'*°, Zudem
ist die Wirksamkeit der TH bei schweren Fillen der hypoxisch-ischimischen Hirnschidigung

eingeschrinkt ***',

Die Ablosung oder Ergidnzung der physikalischen TH durch eine
pharmakologische Intervention mit neuroprotektiven Effekten wire daher eine aussichtsreiche
Entwicklung. Das Cannabinoid WIN-55,212-2 ist diesbeziiglich ein vielversprechender Kandidat,
dessen neuroprotektives Potenzial in vielfachen Studien demonstriert wurde. Das Verstindnis der
Wirkmechanismen in vitro und systemischen Effekte in vivo ist allerdings bisher unzureichend

und bedarf weiterer Forschung. Zudem bleibt zu eruieren, ob die in Nagetieren gezeigte Induktion
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einer Hypothermie durch WIN-55,212-2 potent genug ist um vergleichbare Effekte in grofleren

Saugetieren und schlielich dem Menschen zu erzeugen.

5.7 Limitation der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden eine neuronale und mikrogliale Zelllinie in eine direkte
Co-Kultur gebracht, um die Effekte der TH in einem in vitro OGD-Modell zu testen. Die
Mikrogliazellen spielen eine wichtige immunmodulatorische Rolle im Rahmen von zelluldrem
Stress und sind entscheidend an der Balance zwischen Neuroprotektion und Neurotoxizitét
beteiligt **. Allerdings stellt das in dieser Studie gebrauchte Zellmodell lediglich eine grobe
Vereinfachung der komplexen zerebralen interzelluldren Beziehungen dar und klammert den
Einfluss anderer Protagonisten des zelluliren Milieus im ZNS komplett aus. So nehmen
beispielsweise die Astrozyten eine ebenso wichtige Rolle beim Schutz der Neurone ein '**. Des
Weiteren handelt es sich bei den Zelllinien um genetisch modifizierte und immortalisierte
Populationen von Zellen, deren Proliferationsverhalten und Genexpressionsmuster verdndert sind
und sich von denen humaner Neurone im intakten zerebralen Gewebe grundlegend unterscheiden.
Aus diesem Grund wurden die Experimente an Monokulturen primérer neuronaler Zellen
wiederholt. Da insbesondere in Folge eines hypoxisch-ischdmischen Schadens eine selektive

Vulnerabilitit der Hirnregionen zu beobachten ist '’

, wurden hippocampale und corticale Neurone
separat kultiviert. Um die priméren Zellen jedoch in einem Co-Kulturmodell zu etablieren, bedarf
es weiterer Experimente, sodass die Verwendung primérer Zellen in einer Monokultur erneut
Limitationen aufweist. Zudem ist anzumerken, dass es sich nicht um eine reine Monokultur
handelt (siehe 4.2.1 und Abb. 10), womit ein Einfluss weiterer Zelltypen nicht ausgeschlossen
werden kann. Allen Zellkulturexperimenten ist zudem gemein, dass sie die neuroanatomischen

Gegebenheiten nicht simulieren konnen und wichtige Faktoren wie Konnektivitdt und Struktur bei

der Untersuchung der Pathophysiologie nicht berticksichtigt werden.

Die Analyse des Zelltodes in der vorliegenden Arbeit erfolgte lediglich anhand der extrazellulér
messbaren LDH Aktivitét, welche als Indikator fiir die Zellintegritdt und damit den Zelluntergang
verwendet wurde. Hiermit lie sich jedoch nicht die Modalitéit des Zelltodes (apoptotisch versus
nekrotisch) differenzieren. Dariiber hinaus konnten keine Aussagen iiber eine Zu- oder Abnahme
der Vitalitit oder mitochondriale Dysfunktion, als Vorstufen des Zelltodes, in Folge einer

Intervention gemacht werden.
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Die Untersuchung der RBM3 Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot. Dazu wurden die
Zellen mit Hilfe des Probenpuffers lysiert. Dieses Verfahren fiihrt nicht zu einer Trennung der
nukledren und zytosolischen Proteinfraktionen, welche eine genauere Untersuchung des
Expressions- und Lokalisationsmusters des Proteins erlaubt hitte. Anhand der Ergebnisse zur
Proteinexpression kann keine Aussage iiber eine Kausalitit der Induktion der RBM3
Proteinexpression und die beobachtete Neuroprotektion gemacht werden. Es wurden keine
Signalkaskaden untersucht, die in die Mechanismen der RBM3-abhingigen Neuroprotektion

involviert sein konnten.

Wie bereits unter 5.1.2 thematisiert, handelt es sich bei dem OGD/R-Modell der primédren Neurone
um eine unvollstindige Glukosedeprivation, da mit dem Puffer HBSS lediglich eine
Glukose-reduzierte Losung eingesetzt wurde. Neben dem Zusatz des antioxidativen B-27
Supplementes fiihrte dies zu einer unzureichenden Schiddigung und der Notwendigkeit zur
Verldngerung der Schidigungsdauer. Dies resultierte in einer hypoxisch-ischdmischen
Schidigung in den primédren Neuronen von eher chronischem Charakter, gegeniiber der akuten
Schidigung in der Co-Kultur. Das OGD/R-Modell der priméren Neurone kann somit nur bedingt
die Verhiltnisse eines zerebralen hypoxisch-ischdmischen Ereignisses wie im Rahmen eines
OHCA simulieren und die Vergleichbarkeit mit dem OGD/R-Modell der Co-Kultur ist

eingeschrinkt.

5.8 Schlussfolgerung und Ausblick

TH schiitzt neuronale Zellen vor einem Schaden durch OGD/R und fiihrt zu einer Induktion der
Gen- und Proteinexpression von RBM3. Die intraischdmische Applikation des Wirkstoffes
DADLE fiihrt Zellmodell-abhédngig allein und/oder in Kombination mit TH ebenfalls zu einer
Neuroprotektion. Dabei zeigt DADLE ein potentes neuroprotektives Potential und ist mit RBM3-
unabhiingigen Mechanismen sowie einer frilheren Translation der RBM3 mRNA assoziiert.
WIN-55,212-2 zeigt lediglich in Kombination mit TH einen protektiven Effekt unter OGD/R,

wobei die Hypothermie-induzierte RBM3 Induktion ausbleibt.

TH ist eine effektive neuroprotektive Strategie, die teilweise bereits eine etablierte klinische
Anwendung findet. Dennoch sind die Wirkmechanismen noch nicht vollstidndig verstanden und

die Funktionen des Proteins RBM3 nicht vollstindig geklidrt. Eine bessere Aufkldrung der
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Mechanismen konnte zu einer breiteren Translation in die klinische Praxis fiihren. Ebenfalls in
dem Zusammenhang sind DADLE und WIN-55,212-2 vielversprechende Kandidaten, die eine
Alternativ- oder Kombinationstherapie mit TH darstellen und die Effektivitidt der TH steigern

konnten.

Um ein besseres Verstiandnis der Wirkung von DADLE zu erlangen sollte das Rezeptorspektrum
welches an der Vermittlung des Effektes beteiligt ist genauer untersucht werden. DADLE ist ein
spezifischer DOR-Agonist. In hohen Konzentrationen kann er jedoch auch zu einer Aktivierung
des u-Opioid-Rezeptors (MOR) fiihren und damit zytotoxisch werden **. Das Expressionsmuster
des DOR und Rezeptor-unabhéngige Signalkaskaden sollten Gegenstand weiterer Forschung sein.
Bekannt ist, dass corticale Neurone eine hohere Dichte an DOR exprimieren als hippocampale
Neurone und damit sensibler auf die Effekte des DOR-Agonisten reagieren miissten '**. In der

43 sodass

hippocampalen Region ist zudem eine groere Pridsenz der MOR zu finden
Nebenwirkungen einer DADLE Applikation iiber eine unspezifische Bindung an DOR eher zu
erwarten sind. In weiteren Experimenten konnte die Untersuchung der corticalen Neurone in
einem modifizierten Zeit-Temperatur-Protokoll weitere Aufschliisse liber eine mogliche regional

selektive Wirkung des Opioids DADLE liefern.

SchlieBlich sollten unterschiedliche Applikationszeitpunkte und —rdume fiir WIN-55,212-2 und
DADLE untersucht werden, um insbesondere die klinische relevante post-hypoxisch-ischamische
Wirkung zu untersuchen. Besonders hinsichtlich einer klinischen Translation sind das systemische
Wirkspektrum von DADLE und WIN-55,212-2 und seine ungewiinschten Nebenwirkungen in
einem in vivo Tiermodel genau zu priifen, da diese von hoher Relevanz fiir die klinische

Anwendbarkeit sind.

Die in dieser Arbeit untersuchte Regulation von RBM3 durch TH und die Wirkstoffe DADLE und
WIN-55,212-2 sollte priziser hinsichtlich mehrerer Versuchszeitpunkte untersucht werden. Um
eine Aussage iiber die Kausalitidt einer RBM3 Induktion und die Neuroprotektion machen zu
konnen sind weitergehende Experimente mit einem Gen-Knock-down mittels einer small
interfering RNA erforderlich. AuBBerdem wire es von Interesse eingehend zu priifen tiber welche
Mechanismen DADLE und WIN-55,212-2 ihre neuroprotektiven Effekte vermitteln und auf

welcher Ebene der beobachtete Synergismus mit TH stattfindet.
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