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Zusammenfassung

Die groBen Fortschritte in der Senkung der Mortalitatsraten wahrend
kardiochirurgischer Eingriffe bei Kindern, haben die Aufmerksamkeit auf die
Morbiditat gelenkt. Neurologische Komplikationen nach solchen Operationen im
Kindesalter sind auf Grund ihrer Konsequenzen bei den Uberlebenden solcher
Operationen von enormer Bedeutung. Tiefe Hypothermie ist eine gangige
Methode zur Protektion neuronaler Schaden. Die genauen Mechanismen auf
zelluldrer Ebene sind jedoch noch nicht vollstandig geklart. Das Ziel dieser Arbeit
war es, den Einfluss dynamischer Temperaturveranderungen an primadren
neuronalen und glialen Zellen sowie an Hirnschnitten in vivo zu untersuchen.
Dazu wurden die Zellen nach einem Protokoll, das am Temperaturverlauf eines
kardiochirurgischen Eingriffes orientiert ist, gekihlt: 2 Stunden Kiihlung bei 17 °C
und langsame Wiedererwarmung auf 37 °C. Bei allen Zellen wurden die LDH-
Rate sowie die Freisetzung des proinflammatorischen IL-6 gemessen. In den
Hirnschnitten wurde das neuronale Uberleben nach NMDA-Schidigung
ausgewertet. Das astrogliale Protein S100B wird mit neuronalen Schaden nach
kardiochirurgischen Eingriffen in Verbindung gebracht, in dieser Arbeit wurden
die Zellreihen mit S100B behandelt und die Veranderung der
Interleukinfreisetzung gemessen. Eine andere bedeutende Methode zur
Neuroprotektion ist der Einsatz von Steroiden vor und wahrend der operativen
Eingriffe. Aus diesem Grund wurde ebenfalls der Einfluss der Gabe von
Methylprednisolon (MP) auf die Zellen vor Kihlung und Wiedererwdarmung
untersucht. Zusammenfassend ldasst sich sagen, dass tiefe Hypothermie die
Freisetzung von IL-6 induziert, was durch die Applikation von MP unterdriickt
wird. In Hirnschnitten, also im Zellverband, zeigte sich, dass sowohl tiefe

Hypothermie als auch MP-Gabe den neuronalen Zelltod verringern.

Schlagworter: IL-6,Hypothermie, S100B, Neuroprotektion



Abstract

The mortality rate of children with congenital heart disease has been significantly
reduced during the last decade due to substantial progress in diagnostics and
cardiac surgery. However, neurological complications are serious risk factors for
the long-term development of children after corrective surgery. Deep
hypothermia is a standard method for neuroprotection during cardiac surgery in
children. However, the cellular mechanisms of neuroprotection have not been
clearly established. The aim of this study was to investigate the impact of
dynamic temperature changes mimicking temperature variation during
cardiopulmonary bypass in vivo on neonatal primary astrocytes, BV-2 microglial
cells and primary neurons as well an organotypic neonatal brain slice cultures.
Primary astrocytes, BV-2 microglial cells, primary neurons and OSCs were treated
according to a hypothermia protocol used during cardiac surgery in children:
deep hypothermia (2h at 17 °C, phase 1), slow rewarming (2h up to 37 °C,
phase 2), normothermia (20h at 37 °C, phase 3). In all brain cells LDH release
(cytotoxicity) and the release of the pro-inflammatory cytokine IL-6 awere
investigated. In brain slices neuronal survival after NMDA-damage was quantified
by propidium iodide staining. In OSCs, axonal outgrowth modulation as well as
axonal attraction or repulsion were analyzed microscopically. S100B is releated to
cerebral damage after cardiac surgery, it is produced by astrozytes and known
as stimulator for II-6 release in neuronal cells. Therefor the cells were pretreated
with S100B and the II-6 levels were detected. An other major method for
neuroprotection during CPB is the administration of steroids before and during
corrective surgery. Therefore, we have investigated the impact of
methylprednisolone (MP) administration. In conclusion deep hypothermia induces
the secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-6 by astrocytes, microglial cells
and neurons, which is suppressed by MP application. Furthermore, deep
hypothermia and MP suppress NMDA-induced excitotoxicity in neonatal brain

slices.

Keywords: IL-6,hypothermia, S100B, neuroprotection
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1 Einleitung

1.1 Zerebrale Komplikationen in der Kinderherzchirurgie

Die groBen Fortschritte auf dem Gebiet der Friihdiagnostik und Therapie angeborener
Herzfehler haben zu einer signifikanten Senkung der Mortalitatsraten wahrend und
nach kardiochirurgischen Eingriffen bei Kindern gefiihrt. Die Aufmerksamkeit wird
aber zunehmend auf die Morbiditat nach Korrekturoperationen solcher Herzfehler
gelenkt. Neurologische Komplikationen nach solchen Operationen im Kindesalter sind
auf Grund ihrer Konsequenzen von enormer Bedeutung. In einer Vielzahl von Studien
werden die Haufigkeit und Pathogenese neurologischer Komplikationen nach
Operationen bei angeborenen Herzfehlern beschrieben (**). Mehrere Kklinische
Studien konnten signifikante Einschrankungen in der psychomotorischen, mentalen
und neurologischen Entwicklung dieser Kinder aufzeigen (**). Insbesondere die
Operationen, die unter Kreislaufstillstand und tiefer Hypothermie durchgeflihrt
wurden, stellen ein ernst zu nehmendes Entwicklungsrisiko dar. Dies trifft vor allem
auf Kinder mit schweren angeborenen Vitien, wie dem hypoplastischen
Linksherzsyndrom (°) und der Transposition der groBen Arterien zu (%), da diese
Kinder bereits in der Neugeborenen-Periode unter tiefhypothermem Herz-
Kreislaufstillstand operiert werden. Der zugrunde liegende Pathomechanismus der
Schadigung im ZNS im Zusammenhang mit diesen Operationen scheint multifaktoriell
zu sein. Wahrend neurologische Komplikationen vorrangig mit intraoperativen
Ereignissen verbunden sind, kdnnten aber auch perioperative Faktoren eine Rolle
spielen (7). Intraoperativ werden ischamische und embolische Komplikationen als
Ursachen diskutiert (’). Der Kreislaufstillstand unter tiefer Hypothermie stellt ein
besonderes Risiko dar (®°). Auf molekularer Ebene werden inflammatorische
Kaskaden aktiviert, der Ionenhaushalt gestdrt, spezielle Mediatoren und
Adhasionsmolekiile experimentiert und freie Sauerstoffradikale und NO freigesetzt
(7). Diese Kaskade von biochemischen und histopathologischen Ereignissen,
verursacht durch Hypothermie, Ischamie, Reperfusion kdnnen lber mehrere Tage
oder Wochen anhalten und in einem histopathologischen Substrat resultieren(*). Aber
auch die besondere Situation des sich in der Entwicklung befindlichen unreifen ZNS

von Neugeborenen koénnte zur Pathologie beitragen.
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1.2 Einfluss der Hypothermie

Hypothermie ist das dlteste und bedeutendste Verfahren zur Neuroprotektion
wahrend kardiochirurgischer Operationen. Der positiv therapeutische Effekt einer
solchen Behandlung nach ischdmischem Hirninfarkt wurde erstmals 1959 beschrieben
(*%). Hypothermie ist definiert als Senkung der Kérpertemperatur unter 36° C. Man
unterscheidet milde Hypothermie mit einer Temperatur von 35° bis 30° C, moderate
Hypothermie mit Temperaturen von 29° bis 25° C und tiefe Hypothermie mit
Temperaturen unter 25° C. Man unterscheidet je nach Anwendung die therapeutische
Hypothermie, z. B. nach ischamischen Schlaganfallen oder bei Neugeborenen-
Asphyxie und die prophylaktische Hypothermie, z. B. die Anwendung bei nicht
pulsatiler low-flow Perfusion wie sie in der Herzchirurgie der Fall ist (*!). Die tiefe
Hypothermie ermdglicht die Induktion des Herzkreislaufstillstands zur Korrektur
angeborener Malformationen am Herzen sowie den herznahen GefaBen. Die
Wirkungsweise der Hypothermie ist unspezifisch und multifokal. Pathophysiologisch
fuhrt die Hypothermie zu einer Senkung der metabolischen Rate und damit zu einer
erhdéhten ischamischen Toleranz. In zahlreichen experimentellen Studien an
verschiedenen Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, das neurologische
Schéaden unter milder und moderater Hypothermie verringert werden kénnen (*#'4).
Es ist erwiesen, dass Hypothermie den Zellstoffwechsel reduziert (*!), so sinkt zum
Beispiel die Stoffwechselrate bei einer Temperatur von 18° C auf 10 % im Vergleich
zur Rate bei 37° C. Dieser Mechanismus kann nicht allein fiir eine neuroprotektive
Wirkung verantwortlich sein, da eine pharmakologisch induzierte Erniedrigung der
metabolischen Rate von Sauerstoff nicht zu einer vergleichbaren ischamischen
Toleranz fiihrte (*°). Der Sauerstoffbedarf und Energiemetabolismus des
Hirngewebes insbesondere in ischamischen Arealen wird unter hypothermen
Bedingungen gesenkt (*°). Milde Hypothermie fiihrt zur Reduktion von exzitatorischen
Aminoséuren, Laktat und anderen Stoffwechselprodukten (*”). Eine bedeutende Rolle
spielt hierbei das Glutamat. Glutamat ist ein Neurotransmitter und zugleich ein
neurotoxisches Protein und kommt in den Nervenendigungen in millimolarer
Konzentration vor. Sein extrazellulares Vorkommen ist an eine Wiederaufnahme
gebunden, die Ischamie fiihrt dabei zu einer Erhéhung der extrazelluldren
Konzentration und einer Verschlechterung der Wiederaufnahme. Extrazelluldre

Konzentrationen im mikromolaren Bereich sind neurotoxisch und fiihren (ber eine
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NMDA-Rezeptor-Aktivierung und einen Calcium-Einstrom zu einem nekrotischen
Zelltod. Im Gegensatz dazu konnten Bissonnette et al. zeigen, dass tiefe Hypothermie
zu einem Anstieg von Glutamat mit sekunddrem neuronalen Schaden fiihrt (*®). Des
Weiteren reduziert Hypothermie die ATP-Depletion in der Zelle (***°).  Durch
hypotherme Behandlung werden immunologische Reaktionen beinflusst. Wahrend der
Kihlung ist die Komplement-Aktivierung und die zelluldre Antwort der Granulozyten
deutlich abgeschwacht. In der Wiedererwdarmungsphase jedoch zeigte sich eine
verstarkte zelluldare Antwort der Granulozyten und eine globale Entziindungsreaktion
(*2%). Trotz all der Moglichkeiten, die sich durch die Anwendung der tiefen
Hypothermie (%) in der Herzchirurgie erdffnen, bleibt die abnorme Senkung der
Kdrpertemperatur fiir langere Zeit eine nicht physiologische Situation. In klinischen
Langzeitstudien konnte gezeigt werden, dass neurologische Affektionen nach CPB und
tiefhypothermen Kreislaufstillstand ernst zu nehmende Komplikationen sind. Die
psychomotorische und neurologische Entwicklung der operierten Kinder ist stark
verzégert (1*?). In diesen Studien zeigte sich ein Zusammenhang zwischen Dauer
des Herz-Kreislaufstillstandes, der Tiefe der Hypothermie und den psychomotorischen
Defiziten der Kinder. So bleibt weiter unklar, inwieweit sich protektive und
schadigende Mechanismen der Hypothermie gegenseitig beeinflussen und wie groB3

die Risiken der Langzeitwirkungen eines solchen Eingriffes sind.

1.3 Inflammatorische Schadigung des Hirngewebes

Entziindungsreaktionen dienen dem Korper als Schutz gegen innere und duBere
Angriffe. Das Ziel einer solchen Reaktion ist es, den Korper in Abwehrbereitschaft zu
versetzen, die Immunantwort zu steigern und so die Integritdt der Zellen
wiederherzustellen. So soll der Zerstérung von Gewebe entgegengewirkt werden und
Reparaturprozesse durch das Immunsystem initiiert werden. Im Allgemeinen zeigen
Entziindungsreaktionen einen akuten Verlauf und kommen innerhalb einiger Tage
oder weniger Wochen zum Stillstand. Chronische Entziindungen treten dann auf,
wenn das schadigende Reagenz nicht eliminiert werden kann oder sich die

Immunantwort gegen korpereigene Strukturen wendet.

Das ZNS galt lange als immunpriviligierte Region. Zum einen, weil es kein
lymphatisches System innerhalb des Gehirns gibt, wobei Arachnoidea und Virchow-
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Robin-Raum eine Ausnahme bilden, zum anderen durch das Vorhandensein der Blut-
Hirn-Schranke. Beim Menschen wird die Blut-Hirn-Schranke von Astrozytenfortsatzen,
den Endothelzellen der Kapillaren und der Basalmembran gebildet. Da diese
Endothelzellen im Gegensatz zu Kapillarendothelien anderer Organe kaum
transzellulare Poren besitzen, schotten sie das Lumen gegen das Interstitium des
Gehirns ab. Lipidlésliche Stoffe kénnen durch diese Besonderheit ins Interstitium
diffundieren, wahrend Metabolite wie Glucose und manche Aminosauren mit
Transportproteinen ins Innere geschleust werden miissen. Serumbestandteile,
Antikérper und immunkompetente Zellen aus der Peripherie haben nur einen extrem
eingeschrankten Zutritt zum Hirngewebe (***). Im ZNS ist es von enormer
Bedeutung, die Immunantwort so gering wie moglich ausfallen zu lassen, da bereits
geringe Schadigungen weitreichende Auswirkungen haben kdnnen und die
Mdglichkeiten der neuronalen Regeneration sehr begrenzt sind. Trotz aller
SchutzmaBnahmen kdénnen im ZNS inflammatorische Reaktionen beobachtet werden.
Nach akuter neuronaler Schadigung beginnt eine Kaskade von Ereignissen, die zum
neuronalen Zelltod flihren kann. Als ausldésende Faktoren kommen dabei Stérungen in
der Ionenverteilung und der Verlust des Membranpotentials in Frage (**%*). Durch
den neuronalen Zelltod werden wiederum verschiedene Mediatoren, wie Nukleoside,
Zytokine, Glutamat und Kalzium in den extrazellulldaren Raum freigesetzt. Dadurch
kommt es zu einer Aktivierung der immunkompetenten Zellen des Gehirns, der
Mikroglia. Diese aktivierten Mikrogliazellen migrieren zu den geschadigten Gebieten
(%39), Durch die Produktion von Zytokinen (*!), Chemokinen (*?), Adhésionsmolekiilen
(3), Sauerstoffradikalen (3*) und Stickstoffoxid (*°) greifen aktivierte Mikrogliazellen in
alle Phasen der Neuroinflammation ein. Infolge der Freisetzung dieser zahlreichen
Mediatoren  entsteht  zeitlich  versetzt eine  sekundare  Neuro- und
Astrozytendegeneration im geschadigten Gebiet. Dieser Funktionsausfall resultiert
einerseits aus der schlechten Regenerationsfahigkeit der Neurone und andererseits
aus der Produktion zytotoxischer Komponenten der infiltrierenden Immunzellen (3¢%).
Der Verlauf einer Neuroinflammation ist immer von dem auslésenden Reiz, der Anzahl
aktivierter Mikrogliazellen, Anzahl und Art anderer involvierter Zellen, sowie der Art
des Gewebes abhingig (*°). Therapeutische MaBnahmen konzentrieren sich auf die
Stimulation der Regeneration (***!) und auf die Neuroprotektion initial tiberlebender
Neurone, indem die Immunantwort unterdriickt wird (***). Die Rolle der

Inflammation in Zusammenhang mit Kiihlung und Wiedererwarmung ist wenig
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untersucht. Wahrend kardiochirurgischer Eingriffe kommt es unter den extremen
Temperaturveranderungen moglicherweise zu Zellsignalveranderungen. Aus diesem
Grund ist vor allem die grundlegende Untersuchung von inflammatorischen Kaskaden

erforderlich.

1.4 Ausgewahlte Mediatoren der Neuroinflammation
1.4.1 IL-6

In der angeborenen und der erworbenen Immunantwort spielen Zytokine eine
Schlisselrolle. Im Rahmen einer Immunantwort werden im ZNS Zytokine vor allem
von Mikrogliazellen, aber auch von Astrozyten und Neuronen gebildet. Die mikrogliale
und astrozytare Immunantwort flihrt vorrangig zu einer Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha und IL-1 und des immunregulatorischen
Zytokines IL-6. Das Interleukin-6 wird im ZNS vorrangig von Astrozyten und
Mikroglia produziert (*). Des Weiteren sind Neurone im Rahmen der Immunantwort
befahigt, IL-6 zu produzieren (**). Auffillig ist die Pluripotenz des Zytokins, denn es
ist an vielen biologischen Prozessen beteiligt, wie z. B. als Induktor von Akute Phase
Proteinen, als Differenzierungs- und Wachstumsfaktor im Blutbildungs- und
Nervensystem. Im Zentralnervensystem ist IL-6 an einer Vielzahl von Funktionen
destruktiver, aber auch protektiver Art beteiligt. In einer Vielzahl von in vivo und in
vitro Studien konnte die Beteiligung von IL-6 beim Schutz von Neuronen, an der
neuronalen Differenzierung und an neuronalem Wachstum gezeigt werden (**).
Loddick et al. konnten zeigen, das direkt in ein ischamisches Hirnareal injiziertes IL-6
das AusmaB der Schadigung reduziert (*'). Jedoch konnten bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie M. Alzheimer, Multipler Sklerose sowie inflammatorisch,
neurologischen Erkrankungen wie Meningitis erhdhte IL-6 Spiegel im Liquor
nachgewiesen werden (*). IL- 6 beeinflusst die Ausschiittung von neurotrophischen
und inflammatorischen Molekiilen. Viele Studien konnten zeigen, dass die GbermaBige
Expression von IL-6 in einer zentralen Produktion inflammatorischer Zytokine
resultiert (*%). Dariiber hinaus wirkt IL-6 als endogenes Pyrogen in der
Fieberentstehung (*). Es konnte im ZNS gezeigt werden, dass die intraventrikuldre
Injektion von Lipopolysachariden zu einer erhéhten Ausschiittung von IL-6 im Liquor
fihrt (°*). Andere Aktivatoren der IL-6 Produktion sind TNF-alpha, Prostaglandin E2
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und IL-6 (*). Des Weiteren kénnen Neurotransmitter wie Serotonin, Adenosin und
“second Messanger,, zu einer Uberexpression von IL- 6 fiihren. Hervorzuheben ist,
dass bei viralen Erkrankungen die IL-6 Konzentrationen im Liquor ansteigen. Dies
konnte bereits fir das Masernvirus, HIV und Hepatitis nachgewiesen werden. Die
genauen Wirkmechanismen des IL-6 bei inflammatorischen Reaktionen im ZNS sind

vielféltig und noch nicht genau erforscht.

1.4.2 Stickstoffmonoxid

Mikrogliazellen und Astrozyten verfliigen im Rahmen der Immunantwort Uber die
Moglichkeit, auf direktem Weg zytotoxische Agenzien freizusetzen, darunter die
bereits erwdhnten Zytokine (Kapitel 1.5.1), radikale Sauerstoffspezies,
Stickstoffradikale, Glutamat und Stickstoffmonoxid. Bei neuroinflammatorischen
Vorgangen steigt die Oxidatienproduktion durch aktivierte Mikrogliazellen an. Dieser
als “Oxidative Burst, bezeichnete Vorgang dient dazu, Infektionsherde zu bekampfen
und aufzuldsen. Stickstoffmonoxid (NO) zahlt zu den bedeutenden Mediatoren bei
entzliindlichen und neurodegenerativen Prozessen im Gehirn. NO wird enzymatisch
Uber Stickstoff-Synthetasen (NO- Synthetasen) im Gehirn gebildet. In Mikrogliazellen
und Astrozyten ist die induzierbare NO-Synthetase lokalisiert, die durch
Lipopolysacharide und andere inflammatorische Mediatoren induziert wird. Das
instabile NO reagiert sehr schnell zum Superoxidanion-Radikal. Bei dieser Reaktion
entsteht Peroxynitrit (ONOO’), ein sehr potentes Oxidants, das Proteine zu
Nitrotyrosin  oxidieren kann. Diese oxidierten Proteine kdnnen kumulieren,

Entziindungen hervorrufen und schlieBlich zum neuronalen Zelltod fiihren (>>°°).

1.5 Protein S-100B

Die S-100-Familie der Calzium-bindenden Proteine enthdlt mittlerweile 20
verschiedene Proteine mit unterschiedlicher Organexpression, intra- und
extrazellularen Funktionen. Das Protein S-100 wurde bereits 1965 von Moore aus
Rinderhirn isoliert und erhielt seinen Namen aufgrund seiner Loslichkeit (Solubility) in
100-prozentigem Ammoniumsulfat. Es liegt in drei isomeren Formen in den
verschiedensten Organen und Geweben vor. Nach der neuesten Nomenklatur, die
vom HUGO-Komitee 2004 veroffentlicht wurde, werden die S100 Proteine mit Hilfe

von lateinischen Buchstaben klassifiziert (*>*’). Die Proteine der S100-Familie sind
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strukturell verwandt mit anderen EF-Hand Bindungsproteinen wie Calmodulin,
Troponin C und Parvalbumin. Das Dimer S-100B hat ein Molekulargewicht von ca. 21
kDa und ist vor allem im Zentralnervensystem lokalisiert (*®). Es ist eines der am
besten charakterisierten S100 Proteine. Es liegt zum gréBten Teil intrazelluldr in
Astrozyten (80 %), sowie extrazelluldar, unter physiologischen als auch
pathophysiologischen Bedingungen, vor. Dem Protein werden vielfdltige Funktionen
im Zentralnervensystem zugeschrieben. Es reguliert die intrazelluldre Kalzium-
Homeosthase (*°) und stabilisiert das Zytoskelett (°°). Vor allem extrazelluldre
Funktionen sind von entscheidender Bedeutung flir das Verstandnis der Rolle, die
S100B in der Genese neurodegenerativer und neuroregenerativer Prozesse spielt.
Diese gegensatzlichen Eigenschaften des Proteins S100B sind abhdngig von der
Konzentration, in der das Protein im jeweiligen Milieu vorliegt. In pM bis nM
Konzentration induziert S100B neuronales Auswachsen (%), stimuliert neuronale
Proliferation (®!) und zeigt neuroprotektive Effekte nach inflammatorischen Stimuli
(®®). Konzentrationen von S100B im uM Bereich sind neurotoxisch. Studien konnten /n
vivo und in vitro zeigen, dass S100B zur Mikrogliaaktivierung fiihrt (®*®%). Es kommt
zur Induktion der iNOS und konsekutiv zum neuronalen Zelltod (**®). AuBerdem
induziert S100B die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL1B, IL-6 and
TNFa (%%%°). Diese Fahigkeit, inflammatorische Zytokine zu induzieren, hat eine
direkte Bedeutung fir die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen. Die
beschriebene Dualitat in der Wirkungsweise des S100B, sowohl reparativ als auch
degenerativ, beruht auch auf Messungen von S100B im Blut bzw. Liquor bei Patienten
mit verschiedenen neurologischen Affektionen bzw. Verletzungen (*®). Erhdhte S100B
Konzentrationen wurden im Serum und/oder Liquor bei Patienten mit
neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Alzheimer, psychiatrischen Erkrankungen,
nach Schidel-Hirn-Trauma, sowie Kindern mit Meningitis gefunden (’°). Ferner
konnten bei Patienten nach ischdmischen Insulten oder nach kardiochirurgischen
Eingriffen erhdhte S100B Konzentrationen im Serum gemessen werden ("*7?). Es wird
vermehrt diskutiert, dass S100B ein wichtiger und aussagekraftiger Marker fir ein
cerebrales Schadensereignis sein konnte. Gemessene Konzentrationen von S100B
korrelieren mit dem AusmaB der Schadigung und haben mdglicherweise einen
pradiktiven Aussagewert in Bezug auf neurologische Folgeschaden (%7379,
Infolgedessen hat mittlerweile die Messung von S100B bei Neugeborenen mit

Verdacht auf Hypoxie Eingang in den klinischen Alltag gefunden.
16



1.6 Klinische und experimentelle Anwendung der Steroide

Steroide werden in vielen unterschiedlichen medizinischen Fachdisziplinen zur
Vorbeugung und Behandlung inflammatorisch bedingter Zellveranderungen,
endothelialer Permeabilitdtsveranderungen und einer posttraumatischen oder
ischdmischen Odembildung angewandt. In der Herzchirurgie werden Steroide
vorrangig zur Immunsuppression und bereits seit den sechziger Jahren routinemassig

wahrend CPB eingesetzt.

Eine neuroprotektive Wirkung der Steroide wird seit langem vermutet, vor allem im
Zusammenhang mit einer ischamisch-entziindlichen Genese der neuronalen
Schadigung im zentralen Nervensystem. Experimentelle Studien im Zusammenhang
mit kardiochirurgischen Eingriffen konnten die Reduktion inflammatorischer
Parameter sowie eine verbesserte regionale zerebrale Perfusion zeigen. Trotzdem
wird die Fahigkeit der Steroide zur Pravention einer neuronalen Schadigung und einer
zerebralen Odembildung nach einem traumatischen oder ischdmischen Einfluss seit
langem kontrovers diskutiert (%),

Die pathophysiologischen Grundlagen des Einsatzes von Steroiden zur
Neuroprotektion beruhen auf vielfdltigen Effekten, wie einem 6demreduzierenden
Effekt (), einer antioxidativen, einer antinflammatorischen sowie einer
antiexzitatorischen Wirkung (®%%). Hierbei ist vor allem die durch den Einsatz von
Steroiden bedingte Reduktion der inflammatorischen Zytokine TNF-alpha, IL-6 und
IL-8, sowie die Hemmung der Makrophagenfunktion zu erwdhnen (3%,

Der Wirkmechanismus der Steroide ist an einen zytosolischen Glukokortikoidrezeptor
(GR-I) sowie einen ebenfalls im Zytosol gelagerten Mineralkortikoidrezeptor (GR-II)
gebunden. Fir diese Rezeptoren sind unterschiedliche zelluldre Wirkungen und
unterschiedliche Affinitaten flir die einzelnen endogenen und exogenen Steroide
beschrieben. Fir den GR-I, den klassischen Rezeptor, existieren zwei isomere
Formen: Eine alpha und eine beta Form. Nur die alpha Isoform ist in der Lage, durch
Bindung von Glukokortikoiden die entsprechende Wirkung zu entfalten. Die beta Form
kann nicht mit den Steroiden interagieren und ist als Antagonist der alpha Form
bekannt. Der zytosolische Rezeptor ist ein 770 Aminosduren umfassendes Protein, mit

einem Molekulargewicht von 94 kDa.

Der Einsatz von Steroiden in der Herzchirurgie wird zunehmend kontrovers diskutiert

(®88). In einer tierexperimentellen Studie mit tief hypothermen Kreislaufstillstand
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zeigte sich, dass die prdoperative Gabe von Methylprednisolon zu einer signifikant
erhéhten neuronalen Apoptoserate fiihrt, dies vor allem in den besonders vulnerablen
Regionen des Hippokampus. In der Literatur wird die Pramedikation mit
hochdosierten Steroiden (30 mg/kg Korpergewicht) als antiinflammatorisch und zur
moglichen Vermeidung von Hirnddemen nach kardiochirurgischen Eingriffen mit Herz-
Lungen-Maschine eingesetzt. Klinische Studien zeigen eine Reduktion der
Komplement-Aktivierung wahrend CPB unter einmaliger intravendser, hochdosierter
Steroidtherapie (3%). Es zeigte sich jedoch kein Unterschied im klinischen Outcome.
Im Gegensatz zu dieser Studie zeigten Boscoe et al., dass der Einsatz von Steroiden
beim CPB die Komplement-Aktivierung nicht beeinflusst (°>°!). Seit kurzem wird auch
durch klinische Studien auf eventuelle Nebenwirkungen einer Steroidtherapie
hingewiesen, gerade im Bereich der postnatalen Steroidapplikation. Es konnten
Stérungen der neurologischen Entwicklung und des Verhaltens nach Steroidgabe
beobachtet werden. Eine Meta-Analyse aus Kanada zeigte einen direkten
Zusammenhang zwischen  neurologischen  Stérungen und  postnataler

Steroidapplikation (*?).
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1.7 Zielstellung

In den letzten Jahrzehnten ist der Kreislaufstillstand in tiefer Hypothermie eine
unverzichtbare Methode fiir die operative Korrektur angeborener Herzfehler im
Sduglings- und Kleinkindalter geworden. Durch die sich standig verbessernde Technik
und Methodik in Chirurgie und Andasthesie konnte die Mortalitat in vielen Zentren auf
unter 5 % gesenkt werden. Heute gilt deshalb das Augenmerk verstarkt der
Pravention neurologischer und psychomotorischer Komplikationen, die diesen
Korrekturoperationen oftmals folgen. In der vorliegenden Arbeit sollen
Fragestellungen auf dem Gebiet der Neuroprotektion/Neurodegeneration unter tiefer
Hypothermie bearbeitet werden. Ein besonderer Schwerpunkt wurde auf die Rolle der
tiefen Hypothermie als inflammatorischer Stimulus im ZNS gelegt. Im Zellkulturmodell

und an Hirnschnittkulturen sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Ist tiefe Hypothermie neuroprotektiv?
2. Hemmt tiefe Hypothermie die Gliazellaktivierung?

3. Wie beeinflusst S100B die durch Hypothermie vermittelten
Effekte?

4. Unterstiitzt die Gabe von Methylprednisolon neuroprotektive
Effekte?
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2 Materialien
2.1 Chemikalien

B- Mercapthoethanol

Millipore H,O

Bromphenolblau
Natriumacetat
Phosphatpuffer
Natriumhydroxid

Tris-Acetat

Tris-Base

Milchpulver

Lipopolysaccharid (E.coli Serotyp? )
Tween 20

Isopropanol

Natriumcitrat

Salzsaure

Schwefelsaure

Griess Reagenz

MTT

Natriumacetat

Bovine Albumine Serum (BSA)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Methanol
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Ammoniumpersulfat (APS)
Acrylamid

Trichloressigsaure

Temed

Kaliumchlorid

Natriumvanadat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fluka
selbst hergestellt
Sigma
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Fluka
Serva
Serva
Roth
Fluka
Serva
Sigma
Roth
Roth
Fluka
Fluka
Sigma

20



Triton X-100 Sigma

Natriumpyrophosphat Sigma
Glycerolphosphat Sigma
Leupeptin Sigma
Kollagen Sigma

2.2 Proteine, Enzyme, Antikorper, Medikamente

Anti-IL-6 Elisa Kit Pharmingen
S-100 beta Calbiochem
IL-6 (rekombinant) Pharmingen
Methylprednisolon

2.3 Zellkultur

DMEM-Medium Gibco
Cytosine Arabinosid Sigma
Glutamin Gibco
Fetales Kalberserum (FKS) Biochrom
Haemocytometer Merck
HBSS (ohne Caz+ und Mg 2+) Gibco
HBSS (mit Caz+und Mg 2+) Gibco
Neurobasalmedium (NBM) Gibco
Zellkulturflaschen Nunc
Pasteurpipetten (steril) Brand
Penecillin Sigma
Poly-D-Lysin Sigma
Streptomycin Sigma
Trypsin Boeringer
Trypanblau Sigma
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Streptomycin
Zellschaber
6-Lochplatten
96-Lochplatten

Sigma
Biochrom
Nunc

Nunc

2.4 Organotypische hippocampale Schnittkulturen

Praparierbesteck

Petrischalen (steril 35x10mm)

Glucose 20

MEM 25MM Hepes
Natriumbicarbonat
Trisbase
L-Ascorbinsdure
Insulin
Pferdeserum (steril)
6-Lochplatten
Filtermembranen
NMDA
Propidiumjodid

Aeskulap

Becton Dickinson/Falcon
Braun

Gibco

Gibco

Sigma

Sigma

Gibco

Gibco

Becton Dickinson/Falcon
Becton Dickinson/Falcon
Sigma

Sigma

2.5 Sonstige Stoffe und Materialien

BCA-Reagenz
ECL-Detektions-Kit
ECL-Hyperfilm
Kanilen, 0,45 mm
Blotpapier
96-Lochplatten
Nitrozellulosemembran

Spritzen, 1 ml

Pierce
Amersham
Amersham
Braun
Bio-Rad
Nunc
Biorad

Braun



Spritzen, 5 ml Braun

2.6 Gerate
Binokkular Olympus
Brutschrank fiir 17-30° C Inkubation Hereus Instruments
Brutschrank fur 35° C Inkubation Hereus Instruments
Brutschrank fuir 37° C Inkubationen Hereus Instruments
Elektrophorese- und Blottingapparaturen Bio-Rad
Photometer, Ultraspec. 2000 Pharmacia Biotech
Wasserbad GFL
UV Illuminator Intas
Kihlzentrifuge 5417R Eppendorf
Schiittler Eppendorf
Vibratom Technical Products International
Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop Olympus

Fluorescence activated cell sorter (Software: Becton Dickinson
CellQuest)

Digitale Kamera (Software: SensiCam 3.0) Olympus
Plattenreader (ELX 800) Biotech Instruments
pH-Meter( pH 537) WTW
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3 Methoden

3.1 Zeit-Temperatur-Protokoll

In Anlehnung an das Perfusionsprozedere wahrend kardiochirurgischer Eingriffe mit
Hilfe der HLM bei Kindern wurde ein Zeit-Temperatur-Protokoll erstellt. In einem
speziellen Inkubator, begast mit 5 % CO,, an dem kontinuierliche
Temperaturveranderungen durchgefiihrt wurden, wurden die Zellkulturen und die
organotypischen Hirnschnitte gekiihlt. Das Untersuchungsprotokoll orientierte sich an
den realen dynamischen  Temperaturveranderungen wahrend herzchirugischer

Operationen bei Kindern.

40+ Phase 3
(24h 37°C)

>
.

351

Phase 2

' 30+ Wiedererwéarmung
9 (2h)
S
2
© 25 t2 t3
[}
Q.
5
4 20+
154 Phase 1
Tiefe Hypothermie t1
(2h 17°C)
10 L L] L L) v L) L] ; L) L] J
0 1 2 3 4 5 10 15 20 28
Zeit [h]

Abbildung 1: Zeit-Temperatur-Protokoll

Das Zeit-Temperatur-Protokoll simuliert die in vivo Temperatursituation, die wahrend
kardiochirurgischer Eingriffe mit CPB angewendet wird. Die Zellkulturen bzw. die
OHSK werden in einem speziellen Brutschrank untergebracht, der verschiedene
dynamische Temperaturverdnderungen zuldsst. Die Zellen werden zu drei
Zeitpunkten untersucht. Am Ende von Phase 1 (2 h 17° C) werden die Zellen zum
Zeitpunkt t1 untersucht. Am Ende von Phase 2 (Wiedererwarmung auf 37° C) werden
die Zellen wieder untersucht (t2). Nach weiteren 24 h Normothermie bei 37° C
(Phase 3) werden die Zellen abschliefend zum Zeitpunkt t3 untersucht. Die jeweiligen
Kontrollen, die den gesamten Versuchszeitraum bei 37° C belassen wurden, werden
zu den gleichen Zeitpunkten entnommen.
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Die Reihenfolge der Temperaturverdanderung ist wie folgt: Beginn mit Normothermie
fur 2 h, schnelle Kiihlung (3° C/min) bis auf 17° C, 120 min tiefe Hypothermie (17°
C), gefolgt von einer Wiederwarmungsphase (3.0° C/min) bis 37° C und nachfolgend
24 h Normothermie (37° C). Wahrend des gesamten Versuchsablaufes wurden im
Zellmedium mit Hilfe einer Paratrend-Sonde (siehe unten) der Saure-Base-Haushalt
und die Temperatur in einer extra flr diesen Versuch hergestellten
Zellkulturvorrichtung kontinuierlich gemessen. Die Daten wurden digital erfasst und
ausgewertet. Zu festgelegten Zeitpunkten wurde die Expression von
Aktivitdtsmarkern (IL-6, NO, LDH) gemessen (Abb. 1).

3.2 Kontinuierliche Uberwachung des Siure-Base-Haushaltes

Mit einer Paratrend-Sonde ist eine kontinuierliche Messung von Blutgaswerten bei
Patienten auf Intensivstationen mdglich. Durch intravasale Lage ist eine standige
Uberwachung physiologischer Vitalparameter méglich. Das Gerét ist in der Lage,
Sauerstoffsattigung, Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalt, pH-Wert sowie Temperatur
im Medium zu messen. Die Daten wurden an einen Trendcare-Monitor weitergeleitet
und im Patientenmodul gespeichert. Fiir jede Versuchsreihe wurde eine Sonde
kalibriert und in einem GefaB mit frischem Medium platziert. Es konnten der Verlauf
der Temperatur Uber die Zeit, sowie der pH-Wert des Mediums kontinuierlich
Uberwacht werden und so vergleichbare Versuchsbedingungen sichergestellt werden
(Abb. 2).

Abbildung 2: Paratrend-Sonde und Monitor

Mit Hilfe der Sonde konnten in Mediumproben kontinuierlich der Verlauf der
Temperatur und der pH-Wert gemessen werden.
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3.3 Die Zellkulturen

Die Zellkulturexperimente mit primdren Zellen (primdre Astrozyten, primdre Neurone)
und die mikrogliale Zellinie (BV-2 Zellen) stellen ein geeignetes Einzelzellkultursystem
dar, um komplexe zelluldre Vorgange und Regulationsmechanismen zu betrachten.
Diese Versuche in der Einzelzellkultur wurden durch Versuche am Modell der
organotypischen hippocampalen Schnittkultur ergadnzt. Dadurch konnte die

funktionelle Bedeutung des Zellverbandes herausgearbeitet werden.

Abbildung 3: Darstellung der verwendeten Zellinien

Von links nach rechts sind dargestellt: Primédre Neurone; primdére Astrozyten in GFAP-
Farbung, sowie BV-2 Mikrogliazellen

3.3.1 Kultivierung von BV-2 Mikrogliazellen

BV-2 Zellen wurden 1990 durch die Infektion primarer muriner Mikroglia mit einem v-
raf/v-myc onkogen tragenden Retrovirus (J2) von Blasi et al. (**) generiert. Sie sind
deshalb gut als Modellsystem fiir in vitro Studien geeignet, da ihre morphologischen,
immunphanotypischen und biochemischen Eigenschaften mit denen primarer
Mikroglia vergleichbar sind (**). BV-2 Zellen zeigen nach ihrer Aktivierung, &hnlich
primdrer Mikroglia, eine amoéboide Morphologie. Des Weiteren exprimieren sie
typische mikrogliale Marker wie proinflammatorische Zytokine IL-6, TNF alpha, MHC-
II- Molekiile, die Protease Cathepsin B und CD 40.

Die Zellen wurden in DMEM bei 37° C und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert. Bei
Konfluenz wurden die adharent wachsenden Zellen mit einem sterilen Zellschaber
vom Boden der Kulturflasche geldst, gezahlt und fir die Versuche in Konzentrationen

von 1* 10’ Zellen/ml ausgesit bzw. verdiinnt weiterkultiviert.
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Kulturmedium fiir DMEM mit 3,7 g/l NaHCOs; 4,5 g/L D- Glucose
BV-2 Zellen 10 % FCS (hitzeinaktiviert); 1 % L-Glutamin
100 U/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin

3.3.2 Praparation und Kultivierung primarer Neurone

Primédrzellen sind Zellen, die frisch aus dem Gewebe isoliert werden und unter
Kulturbedingungen nur eine begrenzte Lebensdauer erreichen. Primarzellen werden
bei vielen Fragestellungen oft etablierten Zelllinien vorgezogen, da gezeigt werden
konnte, dass Primarzellen auch unter /n vitro Bedingungen die Aktivitaten und
Funktionen ihrer physiologischen Umgebung widerspiegeln. Die primdren, neuronalen
Zellkulturen wurden aus den GroBhirnrinden (Kortex) von C57BL6 Mausen am
Embryonaltag E15 prapariert. Das Mauseweibchen wurde durch Genickbruch getétet
und das Fell mit 70 % Ethanol desinfiziert. Der Bauchraum der Maus wurde eréffnet
und der Uterus mit den Embryonen entnommen und in eine sterile Petrischale mit
gekiihltem Ca®*- und Mg**-freien HBSS (iberfiihrt. Alle weiteren Schritte wurden unter
sterilen Bedingungen und auf Eis durchgefiihrt. Die Embryonen wurden aus dem
Uterus entnommen, dekapitiert und unter dem Mikroskop wurde das Gehirn durch
Offnen des Schidels entlang der Fontanelle vom Genick bis zu den Augenhdhlen
entnommen. Die Hirnhdute wurden entfernt, die Kortexhalften wurden abgetrennt
und der Rest verworfen. Nachfolgend wurden die Kortexhilften dreimal mit Ca®*- und
Mg?*-freien HBSS in 15 ml Falcon Tubes gespiilt und 5 min bei 37° C mit Trypsin (2,5
%) inkubiert. AnschlieBend wurde das Trypsin mit FCS neutralisiert und wiederum

dreimal mit HBSS gespiilt, anschlieBend wurde dreimal mit NBM gespiilt.

Das gesamte Gewebe wurde mit einer Glaspasteurpipette in diesem Medium
vorsichtig homogenisiert. Danach wurde das Homogenisat mit NBM resuspendiert und
in mit Poly-D-Lysin beschichtete Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesat. Bei

37° Cund 5 % CO, wurden die primaren Zellen im Brutschrank kultiviert.

24 h vor Versuchsbeginn (am 5. Tag nach der Praparation) wurde das Medium
komplett erneuert, diesmal wurde NBM mit B 27 Supplement ohne Antioxidantien

verwendet.
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Praparationsmedium: HBSS (Hanks' balanced salts solution) mit Ca** und Mg?
Dissoziationsmedium: HBSS ohne Ca** und Mg**
Kulturmedium zur Anzucht: NBM (Neurobasalmedium); 1 % L-Glutamin,
2 % B27 Supplement mit Antioxidanz, 100U/ml Penicillin
0,1 mg/ml Streptomycin
Kulturmedium (Versuch): NBM (Neurobasalmedium) mit 1 % L-Glutamin,;

2 % B27 Supplement ohne Antioxidanz, 100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin,

Fir die Beschichtung mit Poly-D-Lysin wurde 0,01 % Poly-D-Lysin in a.dest (steril)
geldst und jeweils 1 ml des Ansatzes auf einer Vertiefung der Zellkulturplatte Gber

Nacht im Brutschrank inkubiert und anschlieBend zweimal mit a.dest (steril) gesplilt.

3.3.3 Isolierung und Kultivierung primarer Astrozyten

Flir die Praparation von Astrozyten wurden die GroBhirnrinden von zwei Tage alten
C57BL6-Mdusen verwendet. Nach der Dekapitation der Maus wurden Kopfhaut und
Schadelkalotte entfernt. Das freiliegende Gehirn wurde nun enthnommen und in eine
Petrischale mit gekiihltem Ca®*- und Mg**-freien HBSS (iberfiihrt und von den
Meningen befreit. Das Kleinhirn wurde entfernt und die GroBhirne dreimal mit Ca**-
und Mg**-freien HBSS gespiilt. Danach wurden die Gehirne dreimal in Kulturmedium
gesplilt und dann mit einer feuerpolierten Glaspipette homogenisiert. Danach wurde
das Homogenisat bei 300 g fiir 10 min bei 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in frischem Nahrmedium homogenisiert und anschlieBend

auf Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen ausgesat.

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37° C und 5 % CO, kultiviert. Der
Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage. Bei vermehrtem Wachstum von Mikroglia
wurde diese durch leichtes manuelles Schiitteln abgelést und mit dem Uberstand
entfernt. Die noch verbliebenen Mikrogliazellen wurden durch 3 h Inkubation mit 8
MM Cytosine Arabinosid inhibiert. Es entstand eine homogene, zu 95 % reine
Astrozytenkultur, die nach 10 bis 14 Tagen fir den Versuch eingesetzt werden

konnte. Eine Auswahl von Zellen wurde immunhistochemisch mit GFAP und PI
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angefarbt, um die Reinheit der Kultur zu Uberprifen.

Praparationsmedium: HBSS ohne Ca** und Mg**

Kulturmedium: DMEM mit 3,7 g/l NaHCOs; 4,5 g/L D- Glucose
10 % FCS (hitzeinaktiviert); 1 % L-Glutamin

100 U/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin

3.4 Messungen zur axonalen Dichte auf hippocampalen
Schnittkulturen

Zur Préaparation von organotypischen Schnittkulturen (*°) wurden zehn Tage alte
C57BL6-Mduse (P10) dekapitiert und die Gehirne unter sterilen Bedingungen
entnommen. AnschlieBend wurde der den Hippokampus und den entorhinalen Kortex

enthaltene Anteil abprapariert und in eiskaltes Medium Uberflihrt.

AnschlieBend wurden sie mit einem Tissue Schopper in 350 pm dicke Scheiben
geschnitten. Die Schnitte wurden mit Hilfe von Kollagen, das in einer
Endkonzentration von 2 mg/ml in 0.1 M Essigsaure gelost wurde, auf Objekttragern
fixiert. Die Objekttrager wurden in sterilem Kulturmedium, entsprechend dem Zeit-
Temperaturprotokoll bei 5 % CO,, im Brutschrank inkubiert. Um die Wirkung von
S100B und/oder Methylprednisolon auf das Auswachsen von Axonen zu beurteilen,
wurde dem Kollagentropfen S100B [40 pg/ml] bzw. Methylprednisolon [3 pL/1M]
einseitig neben dem Schnitt platziert. Das Explantat und der Kollagentropfen wurden

von einem weiteren Kollagentropfen Uberschichtet.

Kulturmedium: 25 % HBSS ohne Ca** und Mg**, 0.8 % MEM Hepes
25 % Pferdeserum (hitzeinaktiviert), 2.4 mg/ml D- Glucose
10 % FCS (hitzeinaktiviert); 100 U/ml Penicillin;
0,1 mg/ml Streptomycin, 1 pg/ml Insulin, 4 mM L-Glutamin,

80 ng/ml Vitamin C, pH 7.35
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3.4.1 Auswertung der axonalen Dichte

Die Auswertung der Schnitte erfolgte nach einem leicht modifizierten,
standardisierten Protokoll nach Galko et al. (*°). Um die Explantate lichtmikroskopisch
auszuwerten, wurden die Schnitte in Quadranten unterteilt: Zwei vordere (R1+R2)
und zwei hintere Regionen (R3+R4). Die zwei vorderen Regionen waren zum S100B-
Tropfen bzw. Methylprednisolontropfen orientiert. In den vier Regionen wurde die
axonale Dichte mit Hilfe prazise definierter Kriterien bestimmt (Grad 0 < 3 Axone in
der Region; Grad 1 > 3 Axone in der Region; Grad 2 multiple Axone, wobei der
Abstand zwischen zwei Axonen so klein ist, dass kein weiteres Axon dazwischen
wachsen kann; Grad 3 multiple Axone, parallel ausgerichtet). Die axonale Dichte
wurde flr die Vorderseite und Riickseite getrennt und mehrfach verblindet

ausgewertet.

Grad 0

Grad 1

Grad 2

Grad 3

\J i

Abbildung 4: Auswertung des axonalen Auswachsens an OHSK

In der vorliegenden Abbildung ist links eine lichtmikroskopische Aufnahme
auswachsender Axone (Grad 2) dargestellt. Im mittleren Bild ist ein
lichtmikroskopisches Explantat unter Durchlicht dargestellt, sowie die mit Hilfslinien
vorgenommene Einteilung der Regionen. Die rechte Abbildung zeigt schematisch die
evaluierbaren Grade des Auswachsens von Axonen an, die wahrend der Auswertung
vergeben werden kénnen.
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3.5 Untersuchungen zur neuronalen Zellschadigung auf

organotypischen hippocampalen Schnittkulturen (OHSK)

3.5.1 Praparation organotypischer hippocampaler Schnittkulturen

Zur Praparation von organotypischen hippokampalen Schnittkulturen (°’) wurden 10
Tage alte C57BL6 Mause (P10) dekapitiert und die Gehirne unter sterilen
Bedingungen entnommen. AnschlieBend wurde der den Hippokampus und den
entorhinalen  Kortex enthaltene Anteil abprdpariert und in eiskaltes
Praparationsmedium Uberfiihrt. Das Hirngewebe wurde auf einem Sektionsblock
befestigt, anschlieBend wurden mit einem Vibratom 350 pm dicke Koronarschnitte
angefertigt, wobei der Sektionsblock und das Gewebe immer vom
Praparationsmedium bedeckt waren. Nach dem Schneiden wurden die Schnitte mit
einer Pasteurpipette in Petrischalen, die eiskaltes Praparationsmedium enthielten,
Uberfihrt. Unter dem Binokkular wurden die Schnitte so prapariert, dass sie nur noch
aus Hippokampus und entorhinalen Kortex bestanden. AnschlieBend wurden je 3
Schnitte mit Hilfe einer Pasteurpipette auf Filtermembranen (PorengroBe 0,1 pm)
transferiert und in die Vertiefung einer 6-Lochkulturplatte mit vorgewarmtem
Kulturmedium (37° C) gebracht. Die Inkubation der Schnitte erfolgte bei 35° C, 5 %
CO, und 95 % Raumluft im Brutschrank fiir 9 Tage. In dieser Vorinkubationszeit
wurden viele Aktivitatsmarker auf Mikrogliazellen herunterreguliert. Nach dieser Zeit
kommt es zur Wiederherstellung organotypischer Bedingungen (*®). Nach dieser
Regenerationszeit verhalten sich die inneren Schichten des Schnittes wie nahezu
unverletztes Gewebe. Der Mediumwechsel erfolgte direkt einen Tag nach der

Praparation und dann jeden zweiten Tag.

Prapariermedium: HBSS, 10 % FK

Kulturmedium: 1,0 ml Penicillin/Streptomycin (Stammlsg. 0,1 mg/ml)
1,2 ml Glucose 20 ( Stammlsg. 200 mg/ml)
2 ml L-Glutamat (Stammlsg. 200 mM),
0,8 g MEM 25MM Hepes
580 pl Natriumbikarbonat (Stammisg. 00,75 %/ml)
500 pl Tris-Base (Stammlsg. 1M)
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80 pl Vitamin C (Stammlsg. 1 pg/ml)
100 pl Insulin (Stammlsg. 1 mg/ml)
25 ml Pferdeserum, 25 ml HBSS, ad 100 ml a. Bidest

3.5.2 Induktion der exzitotoxischen Schadigung mit NMDA

Nach der neuntagigen Vorinkubation der Schnittkulturen wurden diese bis auf die
Kontrolle fiir 4 h mit 5 yM NMDA inkubiert und damit exzitotoxisch geschadigt. NMDA
l6st eine neuronale Zellschddigung durch die Uberaktivierung exzitatorischer
Glutamatrezeptoren aus. Wahrend der ersten 2 h der vierstiindigen Inkubation wurde
die Versuchsgruppe bei 17° C gekiihlt und dann langsam wiedererwarmt, wahrend
die Kontrollgruppen bei 37° C verblieben. Zur vollstandigen Entfernung des
Uberschiissigen NMDA wurden die hippokampalen Schnittkulturen anschlieBend mit
Medium gesplilt. Bis zur Auswertung nach 24 h wurden sie in frischem Medium im
Brutschrank bei 37° C und 5 % CO, belassen. 24 h nach NMDA Schadigung wurde
der neuronale Zelltod am intakten Schnitt fluoreszenz- und lichtmikroskopisch

dokumentiert.

3.5.3 Untersuchungen zum neuronalen Zellschadigung durch NMDA

Flir die Untersuchungen zum neuronalen Zelltod wurden die Schnitte mit NMDA
geschadigt, NMDA lést dabei durch die Uberaktivierung exzitatorischer
Aminosdurerezeptoren eine neuronale Zellschadigung aus (Primdrschaden).
Kontrollgruppen wurden ohne NMDA belassen. 48 h nach der NMDA Schéadigung
wurden die Schnitte mit Propidiumjodid (PI) gefarbt. Propidiumjodid ist ein roter
Fluoreszenzfarbstoff, der durch die geschadigte Membranen toter Zellen gelangt. Er
interkaliert mit den Basenpaaren der DNA und farbt die Zellen auf diese Weise rot an.
PI wird in einer Konzentration von 5 pg/ml direkt in das Kulturmedium der
Hirnschnitte gegeben und dann flir 15 min bei 37° C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurde jeder Zellkultureinsatz dreimal in frisches Kulturmedium, das sich
in einer sterilen Petrischale befand, getaucht, um den (berschiissigen Farbstoff zu
entfernen. Danach wurden die Kultureinsatze in eine neue 6-Lochplatte mit frischem
Medium Uberfihrt. Die Schnitte wurden dann unter dem Fluoreszenz- und

Durchlichtmikroskop betrachtet und digital dokumentiert (*°).
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3.6 Versuche am Zellkulturmodell

3.6.1 Zellzahlbestimmung

Um die Anzahl der vitalen Zellen in einer Zellkultur zu bestimmen, wurden die Zellen
mit einem Zellschaber aus den Kulturflaschen gelést und im Medium mit Trypanblau
gelost. Dieser Farbstoff wird durch die Plasmamembran energieunabhdngig beférdert.
Vitale Zellen werden nicht angefarbt, wahrend das Zytoplasma toter Zellen eine
intensive Blaufarbung erhdlt. Gleiche Volumina der Zellsuspension und des
Farbstoffes werden gemischt und in einem Hamozytometer mit einer Einteilung nach
Neubauer gezahlt. Die Zahl der Zellen wurde in den duBeren vier Quadraten bestimmt
und die Zellkonzentration je Milliliter wie folgt berechnet: Zellzahl x 2

(Verdiinnungsfaktor) x 10%.

3.6.2 Vitalitatstest

Als Parameter fiir Zytotoxiditat und damit fiir die Vitalitdt der Zellen wahrend des
Versuchs wurde die Aktivitdt der Laktatdehydrogenase (LDH) gemessen. Die LDH ist
ein zytosolisches Enzym, das ubiquitar in jeder Zelle vorliegt. Die LDH Ausschiittung
gilt als MaB fiir die Desintegritdt der Zellmembran. Der LDH Anstieg ist unabhangig
von der Art des Zelluntergangs zu beobachten und lésst somit keinen Riickschluss auf
Apotose oder Nekrose der Zellen zu, korreliert aber direkt mit der Zahl der

untergegangenen Zellen (}%).

Zur Messung der LDH Aktivitdt wurde das LDH-Cytotoxicity-Kit von Roche verwendet.
Hierbei wurden in Doppelbestimmungen jeweils 100 pl des Uberstandes aus jeder
Vertiefung entnommen und in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben. Es
wurden jeweils 100 pl der Reaktionslésung in eine Vertiefung gegeben, diese Losung
bestand aus einem Katalysator (Diaphorase/NAD™) und dem INT-Farbstoff in einem
Mischungsverhaltnis von 1:45. Die Mikrotiterplatte wurde dann bei Raumtemperatur,
lichtgeschitzt fir 30 min inkubiert und die Reaktion wurde mit 1N HCL-L&sung
gestoppt. Nachfolgend wurde die Platte innerhalb von 15 min bei 485 nm
photometrisch gemessen. Als Vergleichswert diente die Messung der LDH Freisetzung

im Kulturmedium. Dieser Leerwert wurde von allen Extinktionen subtrahiert. Als
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Kontrollen dienten die maximale LDH Ausschiittung (100 %). Hierzu wurde eine
Vertiefung der Zellkulturplatte mit 2 % Triton X-100 Lsg. lysiert und die minimale
Ausschiittung von LDH (basale Freisetzung), d. h. der Uberstand unbehandelter
Zellen zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns, verwendet. Daraus konnte mit Hilfe der

vom Hersteller vorgegebenen Formel die Zytotoxizitat in Prozent berechnet werden.

Messwert - minimale LDH Freisetzung

Zytotoxididat (%)=
Maximale LDH Freisetzung- minimale LDH- Freisetzung*100

3.6.3 ELISA

Das Medium der verschiedenen Zellkulturen wurde auf IL-6 und TNF-alpha getestet.
Der Nachweis der Zytokine wurde mit Hilfe eines kommerziell erworbenen

Testsystems der Firma Pharmingen, der Gebrauchsanweisung folgend, erbracht.

3.6.4 Griess - Assay

Mit Hilfe des Griess-Assay kann indirekt das von den Zellen freigesetzte NO im
Uberstand, durch den Nachweis des aus dem sehr kurzlebigen NO entstanden Nitrits,
bestimmt werden. Als Referenz wurde eine Standardreihe mit Natriumnitrit (0- 50
uM) gewahlt. Der Uberstand der Zellen wurde in Doppel- oder Dreifachbestimmung
auf eine Mikrotiterplatte pipetiert und dann mit dem gleichen Volumen Griess-
Reagenz gemischt. Dieser Ansatz wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde die Platte bei einer Messwellenldnge von 540 nm und einer

Referenzwellenléange von 630 nm gemessen.

3.7 Statistische Methoden

Die Werte wurden als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Vergleiche
wurden zwischen den einzelnen Gruppen mit Hilfe des T-Test und dem Mann-
Whitney- Test Uberpriift. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant

gewertet
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4 Ergebnisse

4.1 Hypothermie vs. Normothermie

Primdre Astrozyten, BV-2 Mikrogliazellen und primdre Neurone wurden entsprechend
dem Zeit-Temperaturprotokoll gekiihlt. Bei den einzelnen Versuchsreihen gab es
keine Unterschiede in der Dauer der Abklihlung sowie der Wiedererwdrmung, dies
wurde mittels einer Paratrendsonde Uberwacht. Von allen Zellinien wurde die IL-6
Konzentration im Uberstand mit Hilfe eines ELISA-Sets gemessen, das AusmaB der
Zytotoxiditat wurde (ber die freigesetzte LDH-Konzentration bestimmt. Diese Daten
wurden miteinander korreliert, um vergleichbare Werte in Bezug auf die noch

lebenden Zellen zu erhalten.

4.1.1 Zytotoxiditat
Primadre Astrozyten

Nach 2 h tiefer Hypothermie lag die Zelltodrate in der Versuchsgruppe bei 32 %, aber
in der Kontrollgruppe auch bereits bei 18 %. Direkt nach der Wiedererwdarmung hatte
sich die Zelltodrate auf 48,6 % in der Versuchsgruppe und 26,5 % in der
Kontrollgruppe erhdht. Nach der Wiedererwarmung erhéhten sich die Zelltodraten in
keiner der beiden Gruppen weiter. Diese Unterschiede waren zu keinem Zeitpunkt
signifikant (Abb. 5 ).

BV-2 Zellen

Tiefe Hypothermie flir 2 h flihrte zu einem Zelltod von 22 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 4,5 %. Im Anschluss an die Wiedererwarmung waren bereits 39
% der Zellen im Gegensatz zu 10,5 % in der Kontrolle tot. Nach weiteren 24 h
Normothermie waren in der Kontrollgruppe 18 %, in der Versuchsgruppe 42 % der

Zellen tot. Die Unterschiede waren zu jedem Zeitpunkt signifikant (Abb.6).
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Primare Astrozyten
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Abbildung 5: Zelltodrate in Prozent bei Astrozyten nach 2 h tiefer Hypothermie

In der obigen Abbildung zeigt sich eine deutliche erhdhte Zelltodrate bei Astrozyten
alleine durch tiefe Hypothermie uns anschlieBende Wiedererwarmung

BV-2 Mikroglia
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50 - X BN Tiefe Hypothermie/
Wiedererwarmung

30 -

20 -

Zytotoxiditit [%o]

nach 2h 2h 24h
tiefer Hypothermie nach Wiedererwarmung
Abbildung 6: Zelltodrate in Prozent bei BV-2 Mikroglia nach 2 h tiefer Hypothermie

In Abbildung 6 wird die signifikante Steigerung des Zelltodes durch Hypothermie und
Wiedererwdrmung im Verglaich zur normothermen Kontrolle in Mikrogliazellen
gezeigt.
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Primdre Neurone

Innerhalb der 2 h tiefen Hypothermie starben 30 % der Zellen, in der Kontrollgruppe
aber nur 4,5 %. Die Wiedererwarmung fiihrte in der Versuchsgruppe nur zu einer
Erhéhung der Zelltodrate auf 32 %. 24 h nach Wiedererwarmung erhoéhte sich die
Zelltodrate in der Versuchsgruppe auf 33 % und in der Kontrollgruppe auf 8,3 %. Die
Unterschiede waren zu jedem Zeitpunkt signifikant (Abb. 7).

Primare Neurone

= Kontrolle

N Tiefe Hypothermie/
Wiedererwarmung

Zytotoxiditit [%]

nach 2h 2h 24h
tiefer Hypothermie nach Wiedererwdarmung

Abbildung 7: LDH-Freisetzung bei Neuronen nach 2 h tiefer Hypothermie

Dargestellt ist die signifikant erhohte Zelltodrate allein durch tiefe Hypothermie in
einer neuronalen Zellkultur

4.1.2 IL-6 Freisetzung
Primdre Astrozyten

Direkt nach der zweistiindigen Kihlungsphase stieg die die IL-6 Konzentration
gegentliber den normothermen Kontrollen signifikant an (p<0,01). Dieser Anstieg des
proinflammatorischen Zytokins ist auch nach 24 h Wiedererwdarmung signifikant (Abb.
8, p<0,01).
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BV-2 Mikrogliazellen

Nach 2 h tiefer Hypothermie kommt es zur signifikanten IL-6 Erhéhung (p<0,01) im
Vergleich zur 37° C Kontrolle. Nach 24 h Nachbeobachtungszeit bei 37° C ist die IL-6
Ausschiittung im Vergleich zur normothermen Kontrollgruppe wieder signifikant

erhéht (Abb. 8, p<0,01).

Primare Neurone

Die IL-6 Ausschiittung war Uber den gesamten Versuchszeitraum bei den gekiihlten
Zellen signifikant erhdht gegenliber den normothermen Kontrollen (p<0,01). Die
normothermen Kontrollen zeigten (iber den gesamten Versuchszeitraum eine

gleichbleibende basale IL-6 Freisetzung (Abb. 8).
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Abbildung 8: IL-6 Freisetzung bei dynamischer Temperaturveranderung

Dargestellt sind die IL-6 Konzentrationen in den verschiedenen Zellkulturen, zu allen
untersuchten Messzeitpunkten. Ein * entspricht p < 0,01 jeweils im Vergleich zur
Kontrolle der Zellreihe.
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4.1.3 NO Freisetzung bei dynamischen Tempraturveranderungen
Primére Astrozyten und BV-2 Mikroglia

Ein weiterer Zellmediator, der unter solch unphysiologischen Bedingungen wie der
tiefen Hypothermie und Wiedererwarmung eine Rolle spielen kdnnte, ist NO. Bei
unseren Versuchen scheint die Freisetzung von NO weder in der Kontrollgruppe, noch

durch 2 h tiefe Hypothermie und anschlieBende Wiedererwarmung beeinflusst zu

sein (Abb.9).
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Hypothermie nach Wiedererwidrmung Hypothermie nach Wiedererwiarmung

Abbildung 9: NO Freisetzung wahrend dynamischer Temperaturveranderung

In den beiden dargestellten Grohiken zeigt sich keine signifikante Anderung der NO-
Freisetzung wahrend der dynamischen Temperaturverdnderung
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4.2 Einfluss des S100B auf die Zellkulturen unter Hypothermie

S100B ist ein wichtiges Ca-bindendes Protein, das im ZNS von Astrozyten verstarkt
unter unphysiologischen Bedingungen, wie Ischamie, Degeneration oder Trauma,
freigesetzt wird. In unserer Versuchsreihe haben wir die primdren Astrozyten,
primdren Neurone und die BV-2 Mikrogliazellen wieder nach dem schon
beschriebenen Zeit-Temperatur-Protokoll gekuhlt (Vergleich 4.1). Um eine
Stresssituation flir die Zellen zu simulieren, wurden die Versuchsgruppen mit S100B
in den jeweiligen Konzentrationen (siehe Unterabschnitt) versetzt. Vor Beginn des
Versuches wurde das Medium komplett gewechselt und die zu kihlenden Zellen
wurden direkt mit vorgekihltem Medium (17° C) versetzt. Als Kontrollgruppen
dienten sowohl die normothermen Zellen, als auch die hypothermen Zellen ohne
S100B Zusatz. Die Morphologie, sowie die Freisetzung verschiedener Mediatoren

wurde gemessen.

4.2.1 Zytotoxiditat

Primadre Astrozyten

Direkt in der Kiihlungsphase sowie in der anschlieBenden Wiedererwarmung senkt die
Zugabe von S100B die Zelltodrate in den untersuchten Astrozyten. Unter
Normothermie kann die zusatzliche Gabe von S100B die Zelltodrate innerhalb der

ersten 4 h ebenfalls senken.

Tabelle 4.1: Dargestellt ist der prozentuale Anteil toter Zellen nach S100B Zugabe
bzw. in der Kontrollgruppe. Die Zugabe von S100B fiihrt zur Zellprotektion wéhrend
der tiefenHypothermie und nach Wiedererwarmung (* p<0.05)

Normothermie Hypothermie
Astrozyten | Astrozyten Astrozyten | Astrozyten
ohne S100B | + S100B ohne S100B + S100B
nach 2 h
2h 18 % 14 % 32 % 16 %
tiefer Hypothermie
4h 26,5 % 18 % * Wiederen. 48,6 % 31,5 % *
iedererwarmung
24 h 16 % 25 9% * 24 h nach 43,5 % 44 %

Wiedererwarmung
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Mikrogliale Zellinie BV-2

Die Zugabe von S100B bewirkt eine signifikante Verringerung der LDH-Ausschiittung

zu den Zeitpunkten in der Wiedererwarmungsphase. In der 37° C Gruppe fihrt die

Gabe von S100B zu allen Zeitpunkten zu einer erhéhten Zellzytotoxiditat.

Tabelle 4.2: Die Tabelle zeigt den prozentualen Anteil toter Mikrogliazellen nachS100B
Zugabe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Zugabe von S100B fihrt unter tiefer
Hypothermie zur signifikanten Reduktion der Zytotoxiditat [%] in der mikroglialen

Zellinie BV-2.

(*p<0,05)

Normothermie

Hypothermie

BV-2 Zellen|BV-2 Zellen BV-2 Zellen BV-2 Zellen
ohne S100B + S100B ohne S100B + S100B
2 h 4,5 % 19 % nach 2 h tiefer 22 % 27 %
Hypothermie
4h 10,5 % 20 % _nach 39 % 26 % *
Wiedererwdrmung
24 h 18 % 19 % _ 24hnach 42 % 37 % *
Wiedererwdrmung

Primare Neurone

Tabelle 4.3: Dargestellt ist der prozentualle Anteil an toten Neuronen nach S100B
Zugabe bzw. in der Kontrollgruppe.

(*p<0,05)

Normothermie Hypothermie
Neurone Neurone Neurone Neurone
ohne S100B | + S100B ohne S100B + S100B
2h 4,5 % 7 % nach 2 h tiefer 30 % 7% *
Hypothermie
4h 3% 12 % __nach 32 % 19 %
Wiedererwdrmung
24 h 8,3 % 18 % _ 24 h nach 33 % 30 %
Wiedererwdrmung
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Die Applikation von S100B und die 2-stiindige hypotherme Behandlung fiihren zu
einer Reduktion der LDH-Freisetzung zu allen Versuchszeitpunkten. Die Gabe von
S100B unter Normothermie erhdht die LDH-Freisetzung wahrend des gesamten

Versuches.

4.2.2 EinfluB der Hypothermie auf die IL-6 Freisetzung wahrend

dynamischer Temperaturveranderungen

Mikrogliale Zellinie BV-2

Unter Hypothermie flihrte die zusatzliche Applikation des Proteins S100B (100 pg/ml)
wahrend der Kihlungsphase, der Wiedererwarmung und 24 Stunden nach
Wiedererwdrmung zu einer Suppression der IL-6 Freisetzung (Abb. 10). Unter
Normothermie hat die Applikation von S100B keinen Effekt auf die mikrogliale Zelllinie
(keine Abbildung).
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|:| Hypothermie/Erwarmung
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=
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Kontrolle nach 2h tiefer direkt 24h
Hypothermie nach Wiedererwdarmung

Abbildung 10: S100B reduziert die durch Hypothermie induzierte IL-6 Freisetzung bei
BV-2-Zellen (* p<0,05, ** p< 0,01)
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Primare Neurone

In der primdren Neuronenkultur zeigte sich, dass S100B (10 ng/ml) direkt nach der
Kihlungsphase und nach Wiedererwarmung zu reduzierten IL-6 Konzentrationen, im
Vergleich zu den Kontrollgruppen, fiihrt. Bei den Neuronen, die unter normothermen
Bedingungen mit S100B inkubiert wurden, konnten keine signifikanten Unterschiede

gezeigt werden (Abb. 11).
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Abbildung 11: Durch S100B reduzierte IL-6 Freisetzung bei primdaren Neurone
(* p<0,05)

Primadre Astrozyten

Die astrozytare Kultur wurde mit 100 ng/ml S100B inkubiert. Zellen, die flir 2 h bei
17° C gekiihlt wurden, produzierten lber den gesamten Versuchszeitraum mehr IL-6
als die Kontrollen. Nach tiefer Hypothermie und nach 24 h Wiedererwdarmung zeigte
sich eine signifikant erhdhte IL-6 Freisetzung nach Applikation von S100B gegeniiber
dem Versuchsbeginn (Abb. 12). Im Gegensatz dazu zeigte sich unter kontinuierlichen

normothermen Bedingungen zu allen Messzeitpunkten eine signifikant erhéhte IL-6
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Freisetzung nach S100B Applikation (Abb. 13).
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Abbildung 12: S100B stimuliert die IL-6 Freisetzung bei Astrozyten in der
Wiedererwarmungsphase (*p < 0,05)
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Abbildung 13: S100B induzierte IL-6 Freisetzung unter Normothermie bei primaren
Astrozyten (** p<0,01)
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4.2.3 NO Freisetzung
Primére Astrozyten und BV-2 Mikroglia

Die Freisetzung von NO wird durch die Zugabe von S100B weder unter

Normothermie, noch nach 2 h tiefer Hypothermie beeinflusst.

Priméare Astrozyten BV-2 Mikroglia

5.0 104

NO [ug]
NO [ug]

2.5+

|:| Hypothermie/Wiedererwirmung - Hypothermie/Wiedererwidrmung +S100B

Abbildung 14:Einfluss von S100B auf die NO Freisetzung bei Gliazellen

Dargestellt ist die NO-Freisetzung bei Gliazellen in Abhdngigkeit von S100B
Stimulation im Vergleich von 2 h tiefer Hypothermie und Normothermie. Zu keinem
Zeitpunkt ldsst sich ein signifikanter Unterschied feststellen
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4.3 Einfluss von Methylprednisolon im Zellkulturmodell

Der Versuchsaufbau war identisch zu allen bisherigen Versuchen. Methylprednisolon
(MP), als Trockensubstanz vorliegend, wurde direkt vor Versuchsbeginn in frischem
Kulturmedium geldst. In einer Konzentration von 100 mM wurden die Zellkulturen
direkt mit diesem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen gekihlt, das MP
verblieb iber den gesamten Versuchszeitraum auf den Zellen. Als Kontrollen dienten
Zellen, die bei 37° C belassen wurden, sowie eine Gruppe normothermer Zellen, die

ebenfalls mit MP behandelt wurden.

4.3.1 Zytotoxiditat

Primadre Astrozyten
Durch die Zugabe von Methylprednisolon sterben bereits wahrend der Kiihlungsphase
signifikant weniger Zellen, dieser Effekt bleibt bis zum Ende des Versuches bestehen.
Die Gabe von Methylprednisolon bei 37° C bleibt ohne Effekt.
Tabelle 4.4: Die Gabe von MP zu Versuchsbeginn fihrte zu einer signifikanten

Reduktion der Zytotoxiditit der Astrozyten unter normothermen  und
wéhrend dynamischer Temperaturverdnderungen (*p<0,05)

Normothermie Hypothermie
Astrozyten | Astrozyten Astrozyten Astrozyten
ohne MP + MP ohne MP + MP
2h 18 % 6 %* nach 2 h tiefer 32 % 14 % *
Hypothermie
4h 26,5 % 14 %* nach Wiedererwarmung 48,6 % 21 %*
24 h 16 % 14 % _ 24 h nach 43,5 % 25 %
Wiedererwarmung

BV-2 Mikroglia

Bereits nach der Kihlung sinkt die Zelltodrate durch MP-Gabe signifikant ab, dies

bleibt Gber den gesamten Versuchszeitraum erhalten. Die zuséatzliche Gabe von MP

bei den normothermen Kontrollen zeigte keinen Effekt.

46




Tabelle 4.5: Die Gabe von MP zu BV-2 Mikrogliazellen fihrte unter normothermen
Bedingungen zu keinem protektiven Effekt auf die Zytotoxiditat. Unter
hypothermen  Bedingungen kam es nach Vorbehandlung mit MP zu
elner Reduktion der Zytotoxiditdt, diese war aber zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Normothermie Hypothermie
BV-2 Zellen | BV-2 Zellen BV-2 Zellen | BV-2 Zellen
ohne MP + MP ohne MP + MP
2h 4,5 % 7 % nach 2.1 tiefer 22 % 12 %
ypothermie
4 h 10,5 % 10 % nach Wiedererwarmung 39 % 13 %
24 h 18 % 8 % _ 24 h nach 42 % 23 %
Wiedererwdrmung

Primare Neurone

Bei den Neuronen, die unter normothermen Bedingungen mit MP inkubiert wurden,
konnten keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden. Jedoch scheint unter
hypothermer Temperatur die Gabe von MP neuroprotektiv zu wirken, die Gabe von
MP flihrte zu allen Versuchszeitpunkten zu einer signifikant reduzierten LDH-
Freisetzung.

Tabelle 4.6: Bei primdren Neuronen fihrt die Gabe von MP unter hypothermen
Bedingungen zu einer zu jedem Versuchszeitpunkt signifikanten Redution der LDH-

Freisetzung. Unter nomothermen Bedingungen zeigten sich zwischen den
Versuchsgruppen keine Unterschiede. (*p<0,05)

Normothermie Hypothermie
Neurone Neurone Neurone Neurone
ohne MP + MP ohne MP + MP
2h 4,5 % 3% hach 2 h tiefer 30 % 6,3 % *
Hypothermie
4 h 3% 4 % nach Wiedererwarmung 32 % 12 % *
24 h 8 % 8 % _ 24 hnach 33 % 16 % *
Wiedererwdrmung
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4.3.2 EinfluB der Methylprednisolongabe auf die IL-6 Freisetzung

Primdre Astrozyten

Bei primdren Astrozyten fiihrte die Zugabe von Methylprednisolon bereits wahrend
der Kuhlungsphase zu einer signifikanten Reduzierung der IL-6 Freisetzung. Dieser
Effekt war sowohl direkt als auch 24 Stunden nach Wiedererwarmung sichtbar (Abb.
15 +16).

[ Hypothermie/Erwirmung
I Hypothermie/Erwarmung + MP

1250

1000

750

500

IL-6 [pg/ml]
pro lebende Zelle

250

Kontrolle nach 2h tiefer direkt 24h
Hypothermie nach Wiedererwdrmung

Abbildung 15: IL-6 Freisetzung nach MP Gabe bei Astrozyten unter Hypothermie

Die Abbildung zeigt deutlich die signifikante Reduktion des Zytokines IL-6 nach Gabe
von MP zu Versuchsbeginn. Dieser Effekt ist (iber den gesamten Kiihlungs- und
Wiedererwdrmungszeitraum sichtbar. (* p< 0,01)
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Abbildung 16: IL-6 Freisetzung nach MP Gabe bei Astrozyten unter Normothermie

Die Gabe von MP unter normothermen Bedingungen fihrte zu keiner Veranderung
der IL- 6 Freistzung bei primdéren Astrozyten.
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BV-2 Mikrogliazellen

Die Gabe von Methylprednisolon fiihrte nach der Wiedererwdrmung zu einer
signifikanten Reduktion der IL-6 Freisetzung im Vergleich zu den ebenfalls gekiihlten
Kontrollen (Abb.17). Die Applikation von Methylprednisolon hat unter normothermen
Bedingungen keinen Effekt auf die IL-6 Freisetzung (Abb. 18).

[ Hypothermie/Erwarmung
600 [ Hypothermie/Erwarmung + MP

500

400

pro lebende Zelle
N W
o o
© o

IL-6 [pg/ml]

100

Kontrolle nach 2h tiefer direkt 24h
Hypothermie nach Wiedererwarmung

Abbildung 17: IL-6 Freisetzung nach MP Gabe bei BV-2 Mikrogliazellen wahrend
dynamischer Temperaturveranderungen

In der Abbildung 17 ist deutlich die Reduktion der IL-6 Freisetzung durch
Methylprednisolongabe in der Wiedererwdrmungsphase sichtbar.(* p<0,01)
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Abbildung 18: IL-6 Freisetzung nach MP-Gabe bei BV-2 Mikrogliazellen unter
Normothermie

Unter normothermen Bedingungen hat Methy|prednisolon keinen Einfluss auf die
IL-6 Freisetzung in BV-2 Mikrogliazellen.

Primare Neurone

Durch die gleichzeitige Gabe von Methylprednisolon konnte die Freisetzung von IL-6
in der Wiedererwarmungsphase deutlich reduziert werden. Direkt nach und 24 h nach
Wiedererwdrmung konnte durch die zusatzliche Gabe von MP die IL-6 Freisetzung
deutlich reduziert werden. Bei der bei 37° C verbliebenen Kontrollgruppe hatte die
Gabe von Methylprednisolon keinen Effekt auf die IL-6 Freisetzung (Abb. 19+ 20).
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Abbildung 19: IL-6 Freisetzung nach MP Gabe bei primaren Neuronen wahrend
dynamischer Temperaturveranderungen

Die Gabe von Methylprednisolon fihrte wéahrend der Wiedererwdrmungsphase zu
einer signifikanten Reduktion der IL-6 Freisetzung, dieser effekt ist auch 24 Stunden
nach Wiedererwarmung noch signifikant (* p<0,01).
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Abbildung 20: IL-6 Freisetzung nach MP Gabe bei primdren Neuronen

Die Gabe von Methylprednisolon fiihrte zu keinem Zeitpunkt zu signifikanten
Verdnderungen der IL-6 Freisetzung unter normothermen Bedingungen
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4.4 Untersuchungen in hippokampalen Schnittkulturen

Die morphologische Auswertung wurde fiir die CA1 Region des Hippocampus unter
Beriicksichtigung seiner anatomisch-morphologischen Strukturen durchgefihrt.
Studien haben gezeigt, dass diese Region im Fokus neuronaler Schadigungen liegt, v.
a. fur hypoxische und hypoglykamische Schadigungen sind die Neurone dieser Region
besonders sensibel. Die Schnitte wurden sowohl unter Fluoreszenz als auch unter
Durchlicht fotografiert, um eine genaue Eingrenzung der CA1 Region vornehmen zu

kénnen.

CAl

Abbildung 21: Regionen des Hippocampus (Querschnitt)

Dargestellt sind die Regionen des Hippokampus im Querschnitt. Die fir die
Auswertung des neuronalen Zellschadens ausgewahlte Region ist mit CA1 bezeichnet.

Die Hirnschnitte wurden fiir 4 h mit NMDA geschadigt und zeitgleich fiir 2 h bei 17° C

(siehe 4.1) gekiihlt und anschlieBend wiedererwdarmt. NMDA I6st eine neuronale

Zellschadigung durch die Uberaktivierung exzitatorischer Glutamatrezeptoren aus.

Nach 48h Wiedererwdarmung wurde das AusmalB der Schadigung evaluiert. Hierzu

wurden in den Uberstédnden des Kulturmediums die IL-6 Konzentrationen bestimmt.
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AuBerdem wurde mit Hilfe einer von Propidiumiodid avitale Zellen angefarbt.

4.4.1 IL-6 Freisetzung

Die IL-6-Freisetzung wird im Medium 24 h nach Wiedererwarmung gemessen. Hierbei
zeigte sich eine Reduktion der IL-6 Freisetzung nach Hypothermie, sowohl in den

MDA geschéadigten OHSK als auch in den ungeschéadigten Kontrollen (Abb. 24).
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Abbildung 22: Reduktion der IL-6 Freisetzung in OHSK

Dargestellt ist die IL-6 Freisetzung 24 h nach Wiedererwdrmung bzw. nach 48 h
Kultivierung bei 37° C.Hierbei zeigt sich deutlich , dass tiefe Hypothermie bereits
[solfert zu einer Reduktion der I1-6 Freisetzung in OHSK fiihrt.

Die Applikation von S100B auf die NMDA geschadigten Schnitte flihrt nur unter
keinen Bedingungen zu einer Reduktion der IL-6 Freisetzung (Abb. 25). Bei den nicht
mit NMDA geschadigten Schnitten zeigte sich, dass S100B die Freisetzung von IL-6 in

der Kontrollgruppe erhéht, dieser Effekt war aber nicht signifikant.

Die Gabe von MP zu den NMDA geschadigten Hirnschnittkulturen des Hippokampus
fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der IL-6 Freisetzung, dieser Effekt zeigt sich
sowohl nach Hypothermie und Wiedererwarmung, als auch unter physiologischen

Temperaturen (Abb.26).
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Abbildung 23: IL-6 Freisetzung an OHSK bei S100B Applikation

Dargestellt ist die IL-6 Freisetzung in OHSK 24h nach S1008 Zusatz und dynamischen
Temperaturverdnderungen im Vergleich zu normothermen Kontrollen. Durch S100B
Zusatz kann die I1-6 Freisetzung in unserem Modell nich beeinflusst werden
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200 H 200 -
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Kontrolle 24h nach Kontrolle 24h nach
Wiedererwdrmung Wiedererwarmung

Bl mit MP Zusatz
[ 1 ohne MP Zusatz

Abbildung 24: IL-6 Freisetzung in OHSK nach MP-Gabe

Dargestellt ist die IL-6 Freisetzung in OHSK 24h nach Methylprednisolonzusatz und
dynamischen Temperaturverédnderungen im Vergleich zu normothermen Kontrollen.
Durch Zusatz von MP zeigt sich eine signifikante Reduktion der IL-6 Freisetzung in
allen Versuchsgruppen
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4.4.2 Untersuchung zum neuronalen Zelltod in OHSK

Die flir 48 Stunden kultivierten Schnitte wurdem mit Propidiumiodid gefarbt.
Propidiumjodid ist ein roter Fluoreszenzfarbstoff, der durch die geschadigte
Membranen toter Zellen gelangt. Er interkaliert mit den Basenpaaren der DNA und
farbt die Zellen auf diese Weise rot an. Die Schnitte wurden dann unter dem

Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop betrachtet und digital dokumentiert (*°).

Dabei zeigte sich, dass 2 h tiefe Hypothermie und Wiedererwarmung zu einer
deutlichen Reduktion des neuronalen Zelltodes flihrten. Ohne Vorschadigung durch
NMDA zeigten sich keine Unterschiede im neuronalen Uberleben in den
unterschiedlich behandelten Hirnschnitten (Abb.27-28).

Tabelle 4.7 PI-positive Zellen in CA1 Region

Die Tabellen 4.7 und 4.8 zeigen die quantitative Auswertung der Anzahl PI positiven
Zellen in der CA1 Region der Hijppokampusformation. Tiefe Hypothermie fihrt zu
einer signifikanten Reduktion des neuronalen Zelltodes in der CA1 Region des
Hippokampus.

Normothermie + NMDA Hypothermie +NMDA

Kontrollen 93,76 + 13,16 25,93 + 4,98 *
Methylprednisolon | 20,46 + 7,27 21,87 + 8,96
S100B 23,27 £ 7,18 22,73 + 2,06

Tabelle 4.8 PI-positive Zellen in CA1 Region

Normothermie Hypothermie
Kontrollen 13,71 £ 5,38 13,17 £ 6,42
Methylprednisolon |9,65 + 0,53 10,0+ 1,1
S100B 9,15 + 4,52 12,1 £ 0,61
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Abbildung 25: Reduktion des neuronalen Zelltodes in der CA1 Region

In der Graphik ist deutlich die signifikante Reduktion des neuronalen Zelltodes durch
tiefe Hypothermie in der CA1 Region der OHSK zu sehen. In den oben dargestellten
Experimenten ist die besonders wichtige Phase der Wiedererwarmung ebenfalls
dokumentiert (*p<0,01).
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Abbildung 26: PI-gefarbte Hirnschnittkulturen nach tiefer Hypothermie

Dargestellt ist eine PI-Farbung der CA1 Region der Hippokampusformation,
rotgefarbt stellen sich avitale Neurone dar, deutlich sichtbare Reduktion des
neuronalen Zelltodes durch Hypothermie nach NMDA-Schadigung.

Die Applikation von S100B auf NMDA geschadigten Schnitten flihrte zu einer
signifikanten Reduktion des neuronalen Zelltodes. Dieses Ergebnis ist in den 2 h
hypotherm behandelten Schnitten, sowie in den normothermen geschadigten
Schnitten zu sehen. Unter normothermen Bedingungen war dieser Effekt
ausgepragter. S100B konnte die durch die Hypothermie getriggerte Reduktion des

neuronalen Zelltodes nicht mehr steigern. (Abb. 26-27).
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Abbildung 27: Neuronaler Zelltod in der CA1 Region des Hippokampus unter
dynamischen Temperaturveranderungen und S100B Applikation
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Abbildung 28: Neuronaler Zelltod nach Applikation von S100B in OHSK
Dargestellt sind sowohl PI-geférbte avitale Zellen der CA1 Region sowie eine

graphische Darstellung. S100B reduziert an NMDA geschdédigten Neuronen deutlich
die Zelltodrate im Vergleich zu den geschadigten normothermen Schnitten.
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Die Zugabe von Methylprednisolon bereits wahrend der NMDA Schéadigung flihrt zu
einer deutlichen Reduktion des neuronalen Zelltodes, dieser Effekt ist
temperaturunabhdangig  (p<0,05). Bei den ungeschadigten OHSK flihrt

Methylprednisolon zu keiner weiteren Senkung des neuronalen Zelltodes (Abb. 28
+29).

- NMDA - NMDA
normothermia hypothermia

+NMDA +NMDA
normothermia hypothermia

+NMDA +NMDA
+MP +MP
normothermia hypothermia

Abbildung 29: Photos PI-gefarbter CA1 Regionen nach MP Applikation
In den oben abgebildeten Fotos zeigt sich in den mit MP behandelten Hirnschnitten

eine deutliche Reduktion des neuronalen Zelltodes nach NMDA-Schéadigung, sowohl!
unter Hypothermie, als auch unter normothermen Temperaturen:
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Abbildung 30: PI-positive Zellen der CA1 Region nach Methylprednisolon-Gabe

Deutliche Reduktion der avitalen Neurone nach MP-Gabe in NMDA geschadigten
OHSK.

4.4.3 Axonale Aussprossung am Hirnschnitt

Zusatzlich zu den Untersuchungen des neuronalen Zelltodes wollten wir mit Hilfe das
axonale Auswachsen in organotypischen Hirnschnittkulturen untersuchen. Die
Schnitte wurden in Kollagen fixiert und analog dem Zeit-Temperaturprotokoll zwei
Stunden bei 17° C gekihlt und dann nach 24 h bei 37° C mikroskopisch ausgewertet.
Die Auswertung erfolgte nach einem festgelegten, etablierten Schema (siehe 3.4).
Dazu wurden die Schnitte unter dem Mikroskop betrachtet und in zwei vordere und
zwei hintere Regionen eingeteilt. Fir jede einzelne Region wurden Punkte nach der
Anzahl und Ausrichtung der Axone vergeben. Die Auswertung erfolgte verblindet

durch mindestens zwei Personen.

In der Auswertung der axonalen Dichte wurden die vergebenen Punktzahlen des
gesamten Schnittes addiert. In dieser Phase der Regeneration reagieren die Neurone
in den Hirnschnitten sehr empfindlich auf dussere Einfliisse.
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Isolierte tiefe Hyothermie fur 2 Stunden flhrt zu einer signifikanten Steigerung des
axonalen Auswachsens (p<0.05) im Vergleich zu den Kontrollschnitten die fiir 24h bei
37° C kultiviert wurden (Abb. 31).
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Abbildung 31: Axonales Auswachsen an OHSK

In den oben abgebildeten Photos zeigt sich nach Hypothermie und Wiedererwdrmung
eine deutlich gesteigerte Anzahl an ausgewachsenen Axonen als nach 24h bei 37° C.
Dieser Unterschied war wie in der Graphik dargestellt signifikant (p<0,05).

In den Kollagentropfen den man zum fixieren der Schnitte verwendete konnten

beliebig Zusatze hinzugefiigt werden, die so in direktem Kontakt mit den
Schnittkulturen standen.
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Unter hypothermen Bedingungen flihrte die Applikation von S100B zu einer
signifikanten Reduktion des axonalen Auswachsen (p<0,05) im Vergleich zur
hypothermen, unstimulierten Gruppe. Dies ist ein Effekt, der unabhdngig von der
Hypothermie selbst ist, da auch in der normothermen Vergleichsgruppe das axonale
Auswachsen durch S100B Gabe gehemmt wird (Abb. 32 p<0,05).

Die Zugabe von Methylprednisolon direkt neben den Hirnschnitt, innerhalb des
Kollagentropfens filhrte zu einer Reduktion des axonalen Auswachsens im
Gesamtschnitt bei den gekihlten Schnitten gegeniliber den gekiihlten Kontrollen
(p<0,05). Der Unterschied zwischen den normothermen Kontrollen und den
gekuhlten Schnitten mit Zugabe von Methylprednisolon bleibt signifikant (Abb. 32,
p<0,05). Bei 37° C hat die Gabe von Methylprednisolon keinen Effekt.
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Abbildung 32: Axonales Aussprossen nach Applikation von S100B bzw. MP

Linke Grafik: Die Applikation von S100B reduziert das Aussprossen von Axonen in
OHSK signifikant, dieser Effekt ist temperaturunabhangig. (* p<0,05, ** p< 0,01).
Rechte Grafik: MP reduziert das hypothermie induzierte Aussprossen von
Axonen in OHSK signifikant. (* p<0,05)
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5 Diskussion

Der Pathomechanismus neurologischer Komplikationen im Zusammenhang mit
hypothermer Perfusion und tiefhypothermem Kreislaufstillstand ist multifaktoriell und
beruht in erster Linie auf abnormen Verdanderungen der Gewebeperfusion und

Stérungen der O, Verfiigbarkeit auf zelluldrer Ebene (1%10%:102),

Seit Einfihrung der extrakorporalen Perfusion zur Korrektur intrakardialer
Malformationen im Sduglings- und Kleinkindesalter galt die Hypothermie als Mittel
erster Wahl zur Neuro- und Kardioprotektion. In der Tat, ohne Hypothermie sind eine
low-flow  Perfusion oder ein totaler Kreislaufstilistand wahrend dieser
Korrekturoperationen nicht mdglich. Die Stérung der zerebralen Oxygenation und
Perfusion wurde in den letzten 10 Jahren experimentell und klinisch untersucht, der
isolierte Effekt der Hypothermie auf zerebraler Zellebene ist jedoch noch wenig
untersucht (1%1%), Zusatzlich zu vorangegangenen klinischen und tierexperimentellen
Untersuchungen zu diesem Thema wurde zur genaueren Untersuchung des Effektes
der dynamischen Temperaturveranderungen auf Hirnzellen ein Zellkulturmodell mit
solitaren Zelllinien etabliert. Neben der quantitativen Evaluation der Zellschadigung
wurden definierte Zellsignalveranderungen, z. B. des inflammatorischen Zytokines IL-
6, sowie die Freisetzung von Stickstoffmonoxid untersucht. TNF-alpha wurde initial
ebenfalls bei den glialen Zellen untersucht, es zeigte sich jedoch wahrend der
Versuche, dass unter den gewahlten Bedingungen keine wesentliche Veranderung der

TNF-alpha Freisetzung messbar war.

IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, von dem bekannt ist, dass es sowohl von

(*19%), Mikrogliazellen (*'%°) als auch Neuronen (**) produziert wird.

Astrozyten
Auffallig ist die Pluripotenz des Zytokins, denn es ist an vielen biologischen Prozessen
beteiligt, z. B. als Induktor von Akute Phase Proteinen und als Differenzierungs- und
Wachstumsfaktor im Blutbildungs- und Nervensystem. Im Zentralnervensystem ist IL-
6 an einer Vielzahl von Funktionen destruktiver, aber auch neurotropher Art beteiligt.
Eine Vielzahl von /n vivo und /n vitro Studien konnte die Beteiligung von IL-6 beim
Schutz von Neuronen, an der neuronalen Differenzierung und dem neuronalen
Wachstum zeigen (**). Bei den verschiedenen neurologischen Erkrankungen (z. B.
Meningitis, M. Alzheimer, MS) werden erhohte IL-6 Spiegel im Liquor gefunden (*).

IL-6 beeinflusst die Ausschilittung von neurotrophischen, aber auch inflammatorischen
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Molekiilen. Es ist bekannt, dass die verstarkte Expression von IL-6 in einer zentralen

Produktion inflammatorischer Zytokine resultiert (*2).

5.1 Einfluss der tiefen Hypothermie

Tief hypotherme Perfusion ist klinisch weiterhin bei Korrekturoperationen komplexer,
angeborener Vitien verbreitet. Es wird angenommen, dass tiefe Hypothermie den
Zellstoffwechsel reduziert und so die ischamische Toleranz der Hirnzellen erhéht wird.
Das vorliegende Modell zeigt, dass isolierte tiefe Hypothermie (17° C) fiir 2 h zu einer
signifikanten Erhéhung der IL-6 Konzentrationen sowohl bei Astrozyten, BV-2
Mikroglia, als auch bei primdren Neuronen im Vergleich zu den normothermen
Kontrollen fiihrt. Wir konnten zeigen, dass Astrozyten bereits nach 2 h tiefer
Hypothermie vermehrt IL-6 ausschiitten. Fir IL-6 werden sowohl neuroregenerative,
als auch destruktive Effekte beschrieben. Es ist also mdglich, dass die durch
Hypothermie induzierte IL-6 Ausschiittung ein Kompensationsmechanismus fir die
erhohte Zelltodrate darstellt.

In einer Studie von Bissonettte et al. konnte gezeigt werden, dass tiefe Hypothermie
(17° C) inklusive der darauffolgenden Wiedererwarmung zu erhdhten extrazellularen
Glutamatkonzentrationen und zu  erniedrigten  intrazelluldren  Glykogen-
Konzentrationen in primdren Astrozytenkulturen fihrt. Diese Effekte gelten als
Indikatoren fiir Zellaktivierung von Astrozyten (*®). Direkt nach der Wiedererwdrmung
gab es bei Astrozyten keine signifikanten Unterschiede zu den normothermen
Kontrollen. Dies impliziert, dass die Aktivierung der Zellen trotz des verringerten

Zellstoffwechsels direkt wahrend der Kiihlung erfolgt.

Si et al. konnten zeigen, das moderate Hypothermie (30° C) initial zu einer
Suppression der NO- und Superoxid-Produktion in primdrer Mikroglia und zu einer
verminderten Mikrogliaaktivierung fiihrt. Diese Suppression der Zellaktivitat ist aber

(1'%, Gibbons et al. konnten

nur nach vorheriger Stimulation mit LPS sichtbar
diese Erkenntnisse an mit LPS stimulierten BV-2 Zellen bei 33° C zeigen. Sie wiesen
aber auch nach, dass milde Hypothermie allein keinen Effekt auf die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine hat (}'?). In den vorliegenden Studien konnten wir
zeigen, dass unstimulierte BV-2 Zellen unter Hypothermie mehr IL-6 ausschiitten und

so eine erhdhte Mikrogliazellaktivierung anzunehmen ist. Dieser Effekt ist somit allein
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auf die Veranderung der Temperatur zuriickzufihren. Im Gegensatz zu
vergleichbaren Studien (**!!%) konnte keine Reduktion der NO Produktion in
Mikrogliazellen gezeigt werden. Hypothermie als alleiniger Stimulus fihrt zu keiner
Veranderung der NO-Ausschiittung. NO zeigt durch seine Eigenschaft als freies
Radikal eine Vielzahl neurotoxischer Effekte und Mechanismen. Eine der wichtigsten
Reaktionen dabei ist die Entstehung von Peroxinitrit, das direkt zytotoxisch wirkt. NO
als Mediator bei inflammatorischen Prozessen kann also durch Hypothermie nicht in
seiner Freisetzung gehemmt werden und kann so dber Kumulation zu einer
inflammatorischen Begleitreaktion flihren. Die inflammatorische Reaktion kann durch
die erhdhte Freisetzung von IL-6 weiter angestoBen werden und so zu einer

Schadigung vor allem neuronaler Zellen fiihren.

5.2 Einfluss von S100B wahrend der Hypothermie

Das Protein S100B ist eines der wichtigsten Ca-bindenden Proteine im ZNS und spielt
eine Rolle in trophischen Prozessen unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen (*®). Durch die Entwicklung von neuen, sensiblen Messsystemen konnte
das Protein S100B im Serum und im Liquor quantitativ bestimmt werden. Erhohte
Freisetzung in Liquor und Serum wurden nach zerebraler Schadigung durch Traumata
und nach herzchirurgischen Eingriffen gemessen ("*’>’%). Insbesondere zeigte sich
ein Zusammenhang zur hypothermen Perfusion. Bei S100B Messung in klinischen
Studien wurden im Serum der Patienten Konzentrationen von 2-10 ng/l gemessen.
Flir die Messung im Liquor von Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma liegen
ausgewahlte Werte im Bereich von 2,7-81,4 ng/I vor (°). Aus diesem Grund haben
wir eine S100B Konzentration von 40 ng bzw. 100 ng/ml ausgewahlt, da diese
Konzentrationen auch /n vivo im Extrazelluldarraum des Gehirns erreicht werden
kénnen. Basierend auf experimentellen Studien, nach welchen Hypothermie mit
astroglialen Schadigungen und erhdhten S100B Werten einhergeht (“?), haben wir die
Rolle des S100B unter hypothermen und normothermen Temperaturen in

verschiedenen Zellkulturen evaluiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter hypothermen
Bedingungen sowohl bei Astrozyten, Mikrogliazellen als auch bei Neuronen die IL-6
Freisetzung modifiziert wird. Nach 2 h tiefer Hypothermie zeigt sich bei Astrozyten
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nach Inkubation der Zellen mit S100B ein synergistischer Effekt in der Verstarkung
der IL-6 Ausschiittung. Interessanterweise stimuliert S100B auch in der
normothermen Astrozytenkultur die Ausschiittung von IL-6. Die Induktion der NO
Freisetzung konnte filir mikromolare Konzentrationen flir Astrozyten nachgewiesen
werden (°®®”). In den Experimenten wurde gezeigt, dass die Gabe von S100B die
Ausschiittung von NO weder unter normothermen, noch nach 2 h tiefer Hypothermie
beeinflusst. Dies lasst darauf schlieBen, dass S100B zwar zur Ausschiittung des
immunmodulatorischen Zytokins IL-6 flihrt, aber andere zytotoxische Mediatoren, wie

z. B. die Freisetzung von Stickstoffmonoxid, nicht beeinflusst.

Li et al. (**) zeigten, dass S100B dosisabhingig die Ausschiittung von IL-6 in der
Neuronenkultur induziert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nanomolare
Konzentrationen von S100B unter normothermen Bedingungen keinen Effekt auf die
IL-6 Freisetzung bei Neuronen haben. Der durch Hypothermie induzierte IL-6 Anstieg
bei Neuronen konnte durch Preinkubation mit S100B signifikant verringert werden.
Ahlemeyer et al. konnten zeigen, dass S100B [1-10 ng/ml] Neurone vor glutamat-
und staurophorininduziertem Zelltod schiitzt (‘°). Ebenso schiitzt S100B in nM
Konzentrationen vor neuronalem Zelltod durch Glucosedeprivation (). In der
Neuronenkultur konnte gezeigt werden, dass S100B in einer nanomolaren
Konzentration den durch Hypothermie vermittelten Zelltod reduziert. Dies ist auch
nach quantitativer Auswertung in einer Reduktion der Zelltodrate zu sehen (vgl. LDH
Daten 4.2.2).

In den BV-2 Mikrogliazellen fiihrt die Gabe von S100B nach Hypothermie zu einer
Suppression der IL-6-Freisetzung. Die NO Freisetzung ist auch bei Mikrogliazellen
nach S100B Gabe unbeeinflusst. In anderen Studien konnte ein Anstieg der NO
Freisetzung nur in Kombination mit TNF-alpha gezeigt werden (*V). In der
vorliegenden Arbeit beeinflusste die Preinkubation mit S100B zwar die durch
Hypothermie vermittelte Zytotoxiditat nicht, wohingegen die Freisetzung von IL-6
deutlich gesenkt wurde. Zusammenfassend kann man sagen, dass S100B die
Mikrogliaaktivierung suppremiert. Dies stutzt die Annahme eines reaktiven
neuroprotektiven Effektes von S100B in nM Konzentrationen. Diese Ergebnisse und
Schlussfolgerungen muissen aber in weiterreichenden Experimenten bestatigt

werden.
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Die Untersuchung der neuronalen Aussprossung von Axonen in OHSK diente der
Bestimmung von duBeren Einflussfaktoren in dieser vulnerablen Phase der Zellen. Die
Schnitte werden dazu in einem Kollagentropfen fixiert, innerhalb des Kollagens
befindet sich das S100B. Bei der lichtmikroskopischen Auswertung kann nun evaluiert

werden, ob dieser Zusatz zu einer Beeinflussung des Axonenwachstums flihrt.

In den mit S100B praparierten OHSK zeigte sich eine deutliche Reduktion des
axonalen Auswachsens. Dieser Reduktionseffekt hinsichtlich der Neuroregeneration
ist sowohl in den normothermen Schnitten, als auch in den gekiihlten Schnitten zu
sehen. Winnigham et al. (*!®) zeigten, dass in einer Einzelzellkultur von Neuronen
nach S100B Gabe die Anzahl von ,Neurit Bearing Cells" erhéht war. Am Modell des
peripheren Nervens konnte gezeigt werden, dass die Injektion von S100B axonale
Regeneration nach Verletzung férdert (%°). Im Rahmen dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass S100B in organotypischen Hirnschnitten das Auswachsen
von Axonen unterdriickt. S100B kann in nanomolaren Konzentrationen die durch
Hypothermie vermittelte Zellaktivierung in Mikrogliazellen und Neuronen reduzieren.
Hu et al. konnten ebenfalls zeigen, das S100B in einer Einzelzellkultur mit Neuronen
zu keiner Veranderung der Morphologie oder zur Erhéhung der Apoptoserate flihrt
(*). In der gleichen Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass S100B (iber die
Induktion der iNOS zu einer erhéhten Apoptoserate bei Neuronen fiihrt. In der hier
vorliegenden Arbeit konnte keine signifikant erhdhte Freisetzung von NO bei primadren
Astrozyten durch S100B Gabe nachgewiesen werden, wohingegen sich die
Ausschittung von IL-6 erhohte. In den OHSK zeigte sich, dass S100B nach NMDA-
Schadigung den neuronalen Zelltod und die IL-6 Freisetzung reduziert. Diese Effekte

sind vor allem unter normothermen Bedingungen nachweisbar.

In den vorliegenden Studien scheint vor allem die Konzentration von S100B eine
groBe Rolle zu spielen. Die in dieser Arbeit genutzte Konzentration scheint in der
isolierten Zellkultur nur zu einer Freisetzung von IL-6 zu fiihren und den neuronalen

Zelltod im OHSK nicht zu beeinflussen.

Diese Ergebnisse kénnen zum Teil die Funktion und die Auswirkungen von S100B
unter Kihlung und Erwdrmung erkldren. Die genauere Funktion bleibt aber weiter
unklar und bedarf weiterer Untersuchungen der Zellsignale und der Interaktion

zwischen Astrozyten und Neuronen unter nichtphysiologischen Bedingungen.
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5.3 Einfluss der Behandlung mit Methylprednisolon wahrend der

Hypothermie

Methylprednisolon (MP) ist eines der am haufigsten verwendeten Pharmaka zur
Pravention systemisch inflammatorischer Reaktionen (SIRS) bei kardiochirurgischen
Eingriffen (%%). Die extrakorporale Zirkulation stellt mit der Herz-Lungen-Maschine,
den Schlduchen und der damit sehr groBen Fremdoberflache, durch die das Blut
gepumpt wird, ein groBes Risiko fir eine inflammatorische Reaktion dar. Eine
systemische Inflammation fiihrt zu einer massiven Freisetzung inflammatorischer
Mediatoren und zu einer Aktivierung des Komplementsystems, all dies erfolgt ebenso
im ZNS.

MP reduziert die Freisetzung inflammatorischer Zytokine wahrend kardiochirurgischer
Eingriffe. Der genaue Mechanismus des neuroprotektiven Einflusses von MP ist noch
nicht vollig aufgeklart. Verschiedene Mechanismen scheinen hierbei eine Rolle zu
spielen. MP reduziert die Freisetzung von exitatorischen Aminosiuren (”°), der

(*? 129, Des Weiteren hat MP einen

zerebrale Blutfluss wird verbessert
ddemreduzierenden Effekt () und inhibiert die Mikrogliazellaktivierung und verringert
so die zelluldre Immunantwort im ZNS (**%!%%), Trotz dieser nachgewiesenen Effekte,
zeigen Studien nach Gabe von MP keine oder gegenteilige Effekte (®%) im klinischen
Outcome nach kardiochirurgischen Eingriffen. Die preoperative Gabe von MP in hohen
Dosen ist, unabhangig von den kontrovers diskutierten Effekten, klinischer Standard
bei kardiochirurgischen Eingriffen im Kindes- und Erwachsenenalter (). Der
Zeitpunkt und die Art der Applikation sowie die Dosierung von MP variierten in diesen
Studien stark und dies kdnnte eine Erklarung flr die divergierenden Ergebnisse sein.
Vor allem wurde haufig vermutet, dass normotherme Temperaturen die
inflammatorische Reaktion induzieren. Aus diesem Grund wird die preoperative Gabe

von MP vor allen herzchirurgischen Eingriffen empfohlen.

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits in einem klinisch dquivalenten Tiermodel keinen
Vorteil der systemischen Vorbehandlung hinsichtlich der Verminderung der
neuronalen Zellschadigung in neonatalen Ferkeln durch Methylprednisolongabe
nachweisen konnen. Im Gegensatz: In dieser Studie zeigte sich eine erhohte

Apoptoserate der Neurone im Hippokampus der mit MP vorbehandelten Tiere (">%°).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von MP Applikation unter hypothermen
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Bedingungen auf isolierte neuronale und gliale Zellkulturen untersucht.

In der neuronalen Zellkultur zeigte sich, dass sowohl die Uberlebensrate der Neurone
nach MP-Gabe signifikant gestiegen war als auch die Freisetzung von IL-6 reduziert
wurde. Gleiche zelluldre Effekte zeigten sich auch in der astrozytaren Zellkultur und
bei den BV-2 Mikrogliazellen. Die Reduktion von IL-6 durch MP ist ein gut bekannter,
nachgewiesener Wirkmechanismus bei inflammatorischen Reaktionen. Yilmaz et al.
konnten zeigen, dass bereits “low dose, Gaben von MP (1 mg/kg), welches
systemisch appliziert wurde, zu einer Reduktion der IL-6 Konzentrationen im Blut
fiihrte (**%). Dieses Ergebnis konnten wir bei direkter Applikation in die Zellkultur fiir
alle Zelllinien bestatigen. Es zeigt sich, dass MP in der Lage ist, das Gleichgewicht
zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen nach CPB und Hypothermie im
Serum der Patienten wiederherzustellen (3'2%). Aber dies scheint keine Auswirkung
auf das klinische Gesamtbild des Patienten oder die Langzeitfolgen nach CPB zu
haben (¥*®). In den wenigen Studien, die Zellmorphologie, Apotose und Nekrose
untersuchten, konnten negative Effekte im Sinne einer erhdhten Apoptoserate der
Neurone nach systemischer MP Gabe gezeigt werden (*°). So stellt sich die Frage
nach den langerfristigen Auswirkungen der MP-Gabe sowie der Applikationsform. Die
Wirkung des systemisch verabreichten MP erreicht erst nach zwei Stunden ihre
maximale Wirkung und bei einmaliger Gabe sinkt die Wirkkonzentration bereits nach
4 h wieder ab (***). Systemisch verabreicht erreicht die Liquorkonzentration nur zirka

1/10 der Serumkonzentration (**).

In der vorliegenden Arbeit wurde MP direkt in das Zellkuturmedium appliziert. Diese
Darreichungsform entspricht /n vivo der intrathekalen Gabe. Deshalb wurde eine

niedrige MP Konzentration verwendet.

In den OHSK konnte MP die neuronale Zelltodrate nach NMDA Schadigung signifikant
senken. Interessanterweise zeigte sich, dass die Gabe von MP keinen zusatzlichen
neuroprotektiven Effekt nach 2-stiindiger Hypothermie hatte. Dies kdnnte einerseits
zu der Annahme fiihren, dass die durch Hypothermie ausgeléste Reduktion der IL-6
Ausschiittung lber einen @hnlichen Mechanismus vermittelt wird wie durch MP selbst
und dies nicht mehr steigerbar ist. Andererseits kdnnte ebenso der stark reduzierte
Stoffwechsel der Zelle durch fehlende zytosolische Rezeptorexpression keine

Mdglichkeit zur Wirkungsentfaltung bieten.
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In Anbetracht der Ergebnisse in den Einzelzellkulturen zeigt sich aber, dass
weiterflihrende Experimente an Zellverbanden nétig sind, um eine exaktere Aussage
treffen zu kénnen. In der Einzelzellkultur zeigte sich namlich nach Wiedererwarmung,
dass MP in der Lage war, die ansteigenden Zelltodraten und die IL-6 Ausschiittung im
Vergleich zur alleinigen Hypothermie zu reduzieren. In den in unserer Arbeitsgruppe
durchgeflihrten tierexperimentellen Studien an neonatalen Ferkeln zeigte sich, dass
Methylprednisolon die Apoptoserate von Neuronen in ausgewahlten Hirnregionen

steigert und so ein eindeutig negativer Effekt zu verzeichnen war (*9).

Interessanterweise zeigte sich in den Hirnschnitten, dass das axonale Auswachsen
durch MP gehemmt wurde. Dies kdnnte ein Zeichen fiir eine durch MP gehemmte
neuronale Regeneration sein. Das Wirkprinzip, das zu diesem Effekt fihrt, ist nicht
erforscht und kdnnte einen weiteren Ansatzpunkt in der Erforschung der Effekte von

MP auf neuronale Strukturen bieten.

5.4 Untersuchungen im Zellverband am Modell der OHSK

Die entorhinal-hippokampale Formation dient als ein weit verbreitetes Modellsystem,
um die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen zu untersuchen. Die Griinde
dafir sind zum einen die klinische Relevanz, da sich neuronale Schadigungen sehr
frih im Hippokampus zeigen und Schadigungen zu bleibenden kognitiven und
anamnestischen Ausféllen fiuihren kénnen und zum anderen die relativ einfache
Zytoarchitektur, die charakteristische Eigenschaften der kortikalen Organisation
aufweist (°71%¢!%), In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem organotypischen
hippokampalen Schnittkulturmodell gearbeitet. In diesen Schnittkulturen liegen nach
neun Tagen /n vitro in den inneren Zonen auch bezliglich nicht-neuronaler Zellen
organotypische Verhadltnisse vor. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, einen
neuronalen Degenerationsprozess in organotypischen hippokampalen Schnittkulturen
zu induzieren: Durch die /n vitro durchgefiihrte Lasion des entorhinalen Kortex kann
eine experimentelle Deafferenzierung der auBeren Molekularschicht des Gyrus
dentatus erreicht werden. Der Einsatz verschiedener Noxen, wie beispielsweise NMDA
oder Kainat, bewirkt eine chemische Lasion des Gewebes. NMDA vermittelte
neuronale Zellschadigung kommt in experimentellen Studien auch nach

herzchirurgischen Eingriffen vor.
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In dieser Arbeit wurde NMDA verwendet, um in den hippokampalen Schnittkulturen
eine exzitotoxische Schadigung hervorzurufen. NMDA ist ein Aminosdureanalogon und
Agonist flir den NMDA-Rezeptor und kann somit die ionotropen Glutamatrezeptoren
aktivieren. NMDA kommt normalerweise nicht im Gehirn vor. Es l6st einen
Primdrschaden im Gewebe durch Uberaktivierung der exzitatorischen
Aminosaurerezeptoren (NMDA-Rezeptoren) aus. Dies fuhrt, wie bei der
Glutamatexzitotoxizitat, zu einem massiven Kalziumeinstrom durch NMDA-aktivierte
Kanale in die Zelle (**®). Als Folge davon werden intraneuronal Sauerstoffradikale
gebildet, die mit Makromolekilen reagieren und akkumulieren kénnen und letztlich
zum neuronalen Zelltod flihren kénnen. Tiefe Hypothermie flihrt nach exzitotoxischer
Schadigung in OHSC zu einer Verringerung des neuronalen Schadens. Die Freisetzung
von IL-6 wird ebenfalls reduziert. Im Gegensatz zur Einzelzellkultur flihrt tiefe
Hypothermie im organotypischen Gewebsverband nicht zu einer erhéhten Zelltodrate.
Mdglicherweise schiitzt dieser organotypische Gewebsverband Neurone vor einem

durch Hypothermie induzierten Zelltod.

In OHSK konnte gezeigt werden, dass S100B den neuronalen Schaden nach NMDA
Schadigung reduziert. Somit kann der durch Hypothermie vermittelte Effekt nicht
weiter positiv verstarkt werden. S100B flihrt hier zu einer Reduktion des neuronalen
Zelltodes. Dies ist als Bestatigung des Ergebnisses der neuronalen Einzelzellkultur zu
sehen. Da im organotypischen Hirnschnitt sowohl neuronale als auch gliale Zellen
vorliegen, kann vermutet werden, dass die Verringerung des neuronalen Schadens
einerseits direkt, andererseits lber eine Reduktion der Mikrogliaaktivierung erfolgt.
Durch die Applikation von S100B wird die IL-6 Freisetzung in den normotherm
behandelten Schnitten gesenkt und kann den Effekt der Hypothermie nicht weiter

verstarken.

Bei Gabe von MP in das Kulturmedium konnte gezeigt werden, dass der neuronale
Zelltod nach  NMDA-Schadigung verringert wurde, dieser Effekt war
temperaturunabhangig. Die direkte Gabe von MP in das Kulturmedium fihrt,
vergleichbar mit der intrathekalen Gabe, zu einer Reduktion des durch NMDA
vermittelten Zellschadens und zu einer Reduktion der IL-6 Freisetzung durch alle im
Schnitt vorhandenen Zellen. Dies stiitzt die Aussagen, dass die intrathekale Gabe von
MP die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine reduziert und so neuroprotektiv

wirkt. Da diese Ergebnisse aber nur 24 h nach Schadensinduktion evaluiert wurden,
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kdnnen keine Aussagen Uber die weiteren Auswirkungen und die Langzeiteffekte der

MP-Applikation gemacht werden.
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5.5 Zusammenfassung

Diese laborexperimentelle Arbeit wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, den Einfluss
dynamischer Temperaturveranderungen isoliert in der Zellkultur sowie im Zellverband

am Model der OHSK zu untersuchen.

Im Falle einer Unterbrechung der Circulation ist Hypothermie die einzig verfiigbare
Methode zur Erhéhung der Ischamieschwelle und Protektion gegen den Zelltod durch

Drosselung des zelluldren Stoffwechsels.

Hypothermie als ein nichtphysiologischer Zustand, scheint mdglicherweise mit einer
inflammatorischen Antwort auch in allen untersuchten Hirnzellen einherzugehen.
Unser Augenmerk galt der Freisetzung des proinflammatorischen Zytokines IL-6 und
der NO-Freisetzung der untersuchten Hirnzellen. Hierbei zeigte sich, dass die
gekihlten Zellen nach tiefer Hypothermie und Wiedererwdarmung eine deutliche
inflammatorische Antwort zeigten. Im Verband aller Zellen in organotypischen
Hirnschnitten zeigte sich aber, dass tiefe Hypothermie den neuronalen Zelltod
reduzieren kann. Uber den alleinigen Effekt der tiefen Hypothermie hinaus haben wir
die Einflisse von S100B und Methylprednisolon in der Zellkultur getestet. Hierbei
zeigte sich, dass MP auf zelluldarer Ebene die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine reduziert und den neuronalen Zelltod im Zellverband des Hirnschnittes
reduziert. Hinsichtlich der klinischen Ubertragbarkeit der Ergebnisse bedarf es sicher
noch weiterflihrender in vitro und in vivo Studien, da in der vorliegenden Arbeit nur
der Effekt der Hypothermie und Wiedererwarmung ohne Perfusion untersucht wurde.
Wie komplex die Interaktionen zwischen den einzelnen Zellverbdnden sein mussen,
zeigt sich auch in den nicht ganz eindeutigen Ergebnissen. Fir die weitere klinische
Anwendbarkeit der Hypothermie und der Neuroprotektion durch Steroide sollten noch

weitere Studien folgen.
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