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Abstract

Einleitung: Trotz erheblicher Fortschritte in der medizinischen Behandlung frithgeborener
Kinder gehen die sinkenden Mortalititsraten noch immer mit einem hohen Anteil neurologi-
scher Folgeschdden einher. Diesbeziiglich konnten in der Vergangenheit diverse Schadi-
gungsmechanismen aber auch protektive Faktoren im vulnerablen neonatalen Gehirn explo-
riert werden. Die nachfolgende Arbeit beschiftigt sich daher mit der weiteren Evaluation
zweier relevanter neurotoxischer Faktoren, Hyperoxie und 3,4-Methylendioxy-N-
Methamphetamin (MDMA, ,,Ecstasy*), ihrer potentiellen Abschwédchung und der dadurch
vermittelten Neuroprotektion durch Wachstumsfaktoren wie Erythropoietin und Neu-
rotrophine.

Material und Methoden: Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen wurden die Auswir-

kungen einer 2- bis 48-stliindigen Exposition 6-Tage alter Ratten gegeniiber Hyperoxie (80%
Sauerstoff) in Verbindung mit der Applikation von 20.000 IE/kg Korpergewicht rekombi-
nantem Erythropoietin (rEPO) evaluiert. Zusétzlich erfolgte die Untersuchung der Auswir-
kungen von 20, 40 und 60 mg/kg Koérpergewicht MDMA auf das unreife Gehirn 6-, 14- und
21-Tage alter Ratten und 6-Tage alter CDI/BDNF Knockout Miuse. Die Untersuchung der
neuronalen Verdnderungen erfolgte anhand diverser molekularbiologischer und histologischer
Arbeitsmethoden.

Ergebnisse: Die durch Hyperoxie ausgelosten Schiadigungsmechanismen im unreifen Gehirn
beinhalteten die Induktion neuroinflammatorischer Prozesse, die Erzeugung von oxidativem
Stress und die Verdnderung der Regulation korpereigener antioxidativer Systeme. Durch Ap-
plikation des Wachstumsfaktors Erytropoietin konnten sdmtliche Hyperoxie-bedingten Sto-
rungen signifikant beeinflusst und vermindert werden. Die Gabe von MDMA fiihrte im neo-
natalen Gehirn zu einer breiten kortikalen Neurodegeneration, welche mit einem Anstieg der
Neurotrophine Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) und Neurotrophin-3 (NT-3) verge-
sellschaftet war. Die Exploration 6-Tage alter CD1/BDNF Knockout Méuse ergab im Gegen-
satz zu den Kontrolltieren eine erhdhte Sensitivitdt gegeniiber MDMA.

Diskussion: Die vorgestellten Ergebnisse lassen vermuten, dass rekombinantes Erythropoietin
seinen neuroprotektiven Effekt durch eine Reduktion von proinflammatorischen Prozessen
und oxidativem Stress, sowie der Reduktion der stressinduzierten Verdnderung antioxidativer
Systeme vermittelt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Neurotrophine BDNF und

NT-3 vermutlich wichtige kompensatorische Mechanismen beziiglich des Uberlebens neuro-



naler Zellen im Rahmen der MDMA-induzierten Neurodegeneration im neonatalen Gehirn

von Ratte und Maus darstellen.

1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Hyperoxie und Erythropoietin

Fortschritte in der medizinischen neonatologischen Versorgung und Therapie haben das Be-
handlungsergebnis und das Uberleben frithgeborener Kinder in den letzten Jahren verbessert.
Bedauerlicherweise konnte jedoch die neurologische Morbiditit im Gegensatz zur Mortalitit
nicht in gleichem Ausmal} vermindert werden (1-3). Diese tritt noch immer bei einem grof3en
Anteil der insbesondere kleinen Frithgeborenen auf und betrifft sowohl motorische als auch
kognitive Funktionsbereiche (4-5). Untersucht man unreif geborene Kinder im Alter von 2
Jahren, leiden bis zu 14,6% unter einer milden und bis zu 7% unter einer moderaten bis
schweren Beeintrdchtigung der neurologischen Entwicklung (6). Um Griinde fiir die mit der
Frithgeburtlichkeit assoziierten Einschrankungen zu evaluieren, wurden in der Vergangenheit
eine Reihe klinischer und experimenteller Studien durchgefiihrt, welche diverse Risikofakto-

ren fiir die Hirnschddigung identifizieren konnten (1-10).

Der schéddigende Effekt unphysiologisch hoher Sauerstoffkonzentrationen der Atemluft auf
das sich entwickelnde Gehirn der unreifen Ratte wurde kiirzlich nachgewiesen (10). Sauer-
stoffbedingte Toxizitdt verursacht Zelltod und ist mit oxidativem Stress, verminderter Expres-
sion von Neurotrophinen, einem Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen und Veridnde-
rungen von Proteinen, welche in die Prozesse von Zellwachstum und Zellerhaltung, neurona-
ler Aussprossung und synaptischer Aktivitit eingebunden sind, vergesellschaftet (11-13). In-
trauterin betrdgt der Sauerstoffpartialdruck beim Feten etwa 25-30 mmHg, postpartal steigt er
durch das Einsetzen der Atmung auf etwa 90 mmHg an. Dies belegt, dass ein Sauerstoffgehalt
von 21% in normaler Atemluft fiir das frithgeborene Kind im Vergleich zu intrauterinen Ver-
hiltnissen unphysiologisch hoch ist. Zusétzlich findet Sauerstoff als wichtiges Medikament in
der Reanimation und Behandlung friihgeborener Kinder regelmiflige Anwendung, wodurch
sich die pathologische Situation fiir das Neugeborene intensiviert. Daher wird Sauerstoff
heutzutage in der Therapie neonatologischer Patienten zunehmend zuriickhaltender und diffe-
renzierter eingesetzt (14-15). Da die Anwendung nicht vollkommen vermieden oder durch

alternative Behandlungsstrategien ersetzt werden kann, ist es von Bedeutung, die durch Sau-
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erstoff verursachte neuronale Schidigung weiter zu explorieren und neuroprotektive Strate-

gien zu evaluieren.

Es ist bekannt, dass Wachstumsfaktoren schiitzend in Mechanismen der Nervenschadigung
eingreifen konnen. Erythropoietin ist ein essentieller Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir
erythroide Vorlduferzellen, welcher schon seit langer Zeit in der Therapie der Andmie bei
frithgeborenen Kindern angewandt wird und dessen Vertrdglichkeit somit klinisch erprobt ist.
Seine potentielle Bedeutung fiir das unreife Gehirn ergibt sich aus diversen experimentellen
Studien, in denen mittlerweile seine Fahigkeit zur Neuroprotektion nachgewiesen und fiir das
unreife Gehirn bestitigt werden konnte (16-23). Die Mechanismen, iiber die Erytropoeietin
seine neuroprotektiven Eigenschaften initiiert sind jedoch noch unzureichend verstanden und
sollten durch die vorliegende Arbeit ndher beleuchtet werden. Hierzu erfolgte die Untersu-
chung einiger korpereigener Systeme, deren Bedeutung in der jeweiligen Publikation einge-

hend beschrieben ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Determinierung des Wirkmechanismus von Erythropoi-
etin bei der Protektion vor Hyperoxie-induzierten Hirnschdadigungen im unreifen Gehirn der
Ratte. Hierfiir wurden die Rolle von proinflammatorischen Systemen, wie den Zytokinen In-
terleukin (IL)-1B und IL-18 und den Matrix Metalloproteinasen (MMP)-2 und MMP-9 im
Schiadigungsmodell der Hyperoxie, sowie der Effekt von zusétzlich appliziertem Erythropoi-
etin auf ihre Regulation, Aktivierung und Expression evaluiert. Des Weiteren erfolgte die
Untersuchung der Lipidperoxidation und des Glutathion-Systems nach Hyperoxie-Exposition
als Marker fiir oxidativen Stress und ihre Verdnderungen durch gleichzeitige Erythropoietin-
Gabe. Das Verhalten von antioxidativen Faktoren, wie der Himoxygenase-1 und der Acetyl-
cholinesterase, sowie deren Regulation in Kombination mit Erythropoietin wurden ebenfalls

iiberpriift.

1.2 MDMA und Neurotrophine

3,4-Methylendioxy-N-Methamphetamin (MDMA) ist eine auch als Ecstasy bekannte Droge
aus der Gruppe der Amphetamine, welche von Jugendlichen und jungen Erwachsenen mit
einer Privalenz von 4-12% verwendet wird (24). Die antenatale Applikation von MDMA bei
trachtigen Ratten fiihrt zu relevanten intrauterinen Amphetamin-Konzentrationen und kann
somit die Entwicklung der Nachkommen beeinflussen. MDMA diffundiert in das Fruchtwas-

ser und die beim Muttertier gemessenen Spiegel entsprechen den Konzentrationen im fetalen
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Gehirn (25). Beim Menschen resultiert daraus nachweislich ein erhdhtes Risiko fiir kongeni-
tale kardiovaskuldre und muskoloskeletale Anomalien, kleinere Hirnvolumina und kognitive
Defizite und Verdnderungen in der Myelinisierung (26-28). Trotz hoher Privalenzen der peri-
natalen Einnahme von MDMA und den damit moglicherweise verbundenen Folgen in Bezug
auf die Entwicklung der ungeborenen Kinder sind die Kenntnisse iiber die Konsequenzen

noch limitiert (29-30). Eine weitere Exploration ist daher wiinschenswert.

Neurotrophine, wie beispielsweise der Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF), Neu-
rotrophin-3 (NT-3) und der Nerve Growth Factor (NGF), sind Proteine, welche fiir neuronale
Verbindungen von Bedeutung sind. Sie reagieren auf Schddigungen im sich entwickelnden
zentralen Nervensystem und initiieren einen neuroprotektiven Effekt (10, 31-34). Des Weite-
ren spielt BDNF bei der Funktion und dem Fortbestand der Serotonin-Rezeptoren (5-HT) eine
wesentliche Rolle (35-37).

Da Neurotrophine vermutlich auch einen neuroprotektiven Effekt im durch MDMA ausge-
l6sten Schadigungsmodell der neonatalen Ratte initiieren, bestand ein weiteres Ziel der
durchgefiihrten Untersuchungen in der Determinierung der Effekte von MDMA auf das sich
entwickelnde Gehirn der Ratte und der Verdnderungen in der Regulation und Expression der
Neurotrophine BDNF, NT-3 und NGF. Zur eingehenden Evaluierung von BDNF wurde zu-
satzlich die Auswirkung von MDMA auf das unreife Gehirn BDNF-defizienter Méuse ermit-
telt.

2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmethoden

Fiir die experimentelle Bearbeitung der verschiedenen Fragestellungen wurden diverse mole-
kularbiologische (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), realtime
PCR, Western Blot, Gelatin-Zymographie, Chromatographie, Spektrophotometrie, Fluores-
zenzspektroskopie) und  histologische  (DeOlmos  Kupfersilberfarbung,  terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)-Farbung, Fluoro-

Jade B-Firbung) Arbeitsmethoden verwendet. Die relevanten Protokolle und die statistischen



Testmethoden werden in den einzelnen Verdffentlichungen detailliert beschrieben. P < 0,05

wurde jeweils als statistisch signifikant akzeptiert.

2.2 Schidigungsmodell Hyperoxie

Fiir die Erhebung der Hyperoxie-induzierten zerebralen Verdanderungen sowie deren Protek-
tion durch rekombinantes Erythropoietin (rEPO) wurden 6 Tage alte Han Wistar Rattenjunge
wurflibergreifend randomisiert, in vier verschiedene, geschlechtsgleiche Versuchsgruppen

eingeteilt und wie nachfolgend beschrieben behandelt:

(1) Normoxie (21% Sauerstoff) und intraperitoneale Injektion von 0,9%iger Natriumchlorid
(NaCl)-Losung, (2) Normoxie und intraperitoneale Injektion von 20.000 IE/kg rEPO, (3) Hy-
peroxie (80% Sauerstoff) und intraperitoneale Injektion von 0,9%iger NaCl-Losung, (4) Hy-
peroxie und intraperitoneale Injektion von 20.000 IE/kg rEPO.

Vor Beginn der Norm- bzw. Hyperoxie erhielten die Tiere die bekannte protektive intraperi-
toneale Injektion von 20.000 IE/kg rEPO oder dquivalente Mengen isotoner Kochsalzlosung
(23). Danach wurden sie fiir verschiedene Zeitspannen (0, 2, 6, 12, 24 oder 48 Stunden) einer
definierten und kontrollierten Umgebung mit einer Sauerstoffkonzentration von 21% oder
80% ausgesetzt. Nach Beendigung des Versuchs erfolgte die Dekapitation der Tiere mit an-
schlieender Praparation der Gehirne.

Eine ausfiihrlichere Beschreibung der durchgefiihrten Tierversuche und Bedingungen findet

sich in den Publikationen.

2.3 Schidigungsmodell MDMA

Die Erhebung der zerebralen Verdnderungen nach MDMA-assoziierter Hirnschdadigung er-
folgten auf der Grundlage von Tierversuchen mit Han Wistar Ratten und CD1/BDNF hetero-
zygoten (+/-) und Wildtyp (+/+) Méusen.

Minnliche Han Wistar Rattenjunge wurden wurfiibergreifend in verschiedene Versuchsgrup-
pen eingeteilt. Die MDMA-exponierten Tiere erhielten im Alter von 6, 13 oder 20 Lebensta-
gen eine intraperitoneale Injektion mit 20, 40 oder 60 mg/kg Koérpergewicht MDMA oder im
Alter von 6 Tagen im 8-stiindlichen Rhythmus drei intraperitoneale Injektionen mit 20 mg/kg
Korpergewicht MDMA. Der Kontrollgruppe wurde eine addquate Menge isotoner Kochsalz-
16sung appliziert. 6-Tage alte CD1/BDNF heterozygote (+/-) und Wildtyp (+/+) Maiuse er-
hielten eine intraperitoneale Einzeldosis von 60 mg/kg Korpergewicht MDMA oder ebenfalls

-5-



adidquate Mengen isotoner Kochsalzlosung. Die Gewichtsentwicklung der Tiere wurde an Tag
3, 7, 14 und 21 dokumentiert.

Fiir die zerebralen histologischen Untersuchungen erhielten die Ratten und Miuse 24 Stunden
nach der ersten MDMA- oder Kochsalz-Injektion eine letale Dosis Chloralhydrat und wurden
umgehend transkardial mit heparinisiertem 0,1 molarem PBS und 4%igem Paraformaldehyd
in Cacodylatpuffer perfundiert. Fiir die zerebralen molekulargenetischen Untersuchungen
erfolgte die Dekapitation der Ratten zu definierten Zeitpunkten (2, 6, 12 oder 24 Stunden)
nach 20 oder 60 mg/kg Korpergewicht MDMA- oder Kochsalzlosungs-Injektion. Alle Ge-
hirne wurden nach Abschluss der Behandlungen je nach weiterfithrender Untersuchungsme-
thode prépariert.

Auch hier wird fiir eine ausfiihrlichere Beschreibung des erfolgten Tierversuchs auf die

zugrunde liegende Publikation verwiesen.

3 Ergebnisse

3.1 Hyperoxie und Erythropoietin

3.1.1 Sifringer et al. 2009

Erythropoietin inhibiert die Hyperoxie-induzierte Produktion der Interleukine IL-18 und
IL-18 und die Induktion der Matrix Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 im unreifen
Gehirn der Ratte.

Abbildung 1: Die Hyperoxie-bedingte Produktion proinflammatorischer Zytokine im sich

entwickelnden Gehirn der Ratte wird durch Erythropoietin signifikant vermindert.

Die Auswertung des mRNA-Niveaus von IL-1p und IL-18 zeigte nach 2- bis 12-stlindiger
Hyperoxie-Exposition verglichen mit Normoxie signifikant erhohte Werte. Die mittels Wes-
tern Blot untersuchte Verdnderung der Proteinkonzentration der beiden Interleukine ergab im
Gegensatz zur Normoxie einen signifikanten Anstieg nach 12- bis 48-stiindiger Hyperoxie-
Exposition. Durch die Gabe von rekombinantem Erythropoietin wurde die inflammatorische
Reaktion in Form des Interleukin-Anstiegs sowohl auf der mRNA- als auch auf der Protein-

ebene signifikant reduziert.



Die Ergebnisse der Western Blot Quantifizierung (A-B) sowie eine Western Blot Serie (C)
sind reprisentativ abgebildet. Eine ausfiihrlichere Beschreibung der Ergebnisse und Abbil-

dungen der mRNA-Expression finden sich in der zugehoérigen Publikation.
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Abbildung 2: Erythropoietin vermindert die Hyperoxie-bedingte Induktion von Matrix Me-

talloproteinasen im neonatalen Hirn der Ratte.

Die Exploration der Enzymaktivitit von MMP-2 erfolgte mittels Zymographie. Hier zeigte
sich nach Hyperoxie im Gegensatz zur Normoxie ein deutlicher Anstieg der MMP-2-Aktivitét
nach 12- bis 48-stiindiger Exposition bei 80% Sauerstoff. Aufgrund der geringen Mengen an
aktiver MMP-9 in Proben aus kompletten Gehirnhélften konnte eine Untersuchung mittels
Zymographie nicht erfolgen. Das Niveau an aktiver MMP-9 wurde daher mittels Western
Blot evaluiert. Dabei fanden sich erhhte Werte nach 24- bis 48-stiindiger Hyperoxie-Exposi-
tion. Die zusétzliche Gabe von rEPO verminderte die Konzentrationen der beiden untersuch-

ten Matrix Metalloproteinasen signifikant.



Représentativ ist das Beispiel einer Zymographie (A) sowie das Ergebnis der densitometri-
schen Quantifizierung von MMP-2 dargestellt (B). Detaillierte Informationen sowie die Dar-

stellung der MMP-9-Expression finden sich in der zugrunde liegenden Publikation.
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3.1.2 Sifringer, Brait et al. 2010

Erythropoietin beeinflusst die durch Hyperoxie verinderten Gehalte an reduziertem und
oxidiertem Glutathion, reduziert die Hyperoxie-bedingte Induktion der Lipidperoxidation,
induziert den Anstieg der Himoxygenase-1-Konzentration und reduziert den Hyperoxie-

induzierten Anstieg von synaptischer Acetylcholinesterase im unreifen Gehirn der Ratte.

Abbildung 3: Erythropoietin modifiziert die Hyperoxie-induzierte Verdnderung von redu-
ziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG) Glutathion und der Lipidperoxidation im sich entwi-
ckelnden Gehirn der Ratte.

Reduziertes (GSH) und oxidiertes (GSSG) Glutathion wurden durch Reaktion mit DTNB und
spektrophotometrischer Messung bei 412 nm evaluiert. GSH wurde durch 12- bis 48-stiindige
Hyperoxie im Gegensatz zur Normoxie vermindert, wihrend GSSG im Sinne einer Oxidie-
rung anstieg. Die zusétzliche Gabe von rEPO normalisierte die GSH- und GSSG-Werte signi-
fikant.

Das Ausmal} der Lipidperoxidation wurde durch Messung des Endabbauprodukts Malondial-
dehyd (MDA) erfasst. Die 24- bis 48-stiindige Exposition gegeniiber Hyperoxie fiihrte im
Gegensatz zur Normoxie zu einem signifikanten Anstieg des MDA-Niveaus, welches durch

die zusitzliche Applikation von rEPO signifikant reduziert werden konnte.



Die Auswertung der spektrophotometrischen Messung von GSSG (A) sowie der spektrosko-
pischen Messung von MDA (B) sind reprédsentativ abgebildet. Die Auswertung der GSH-Le-

vel findet sich in der Publikation.
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Abbildung 4: Erythropoietin induziert erhdhte Konzentrationen an Himoxygenase-1 (HO-1)

im sich entwickelnden Gehirn der Ratte.

Die Konzentrationsdnderungen an Himoxygenase-1 (HO-1) wurden mittels realtime PCR und
Western Blot auf mRNA- und Proteinebene bestimmt. AuBBerdem wurde die HO-1-Aktivitat
gaschromatographisch ermittelt. Die alleinige Exposition gegeniiber Hyperoxie fiihrte hierbei
nicht zu einem Anstieg. Bei den Tieren, die zusitzlich zur Hyperoxie-Exposition rEPO er-
hielten, konnten dagegen erhdhte Gehalte an HO-1 nachgewiesen werden. Ein signifikanter
Anstieg der mRNA-Expression wurde nach 2- bis 48-stiindiger Hyperoxie mit kombinierter
rEPO-Applikation beobachtet, die Protein- und Aktivitdtsniveaus stiegen in ebenfalls signifi-

kantem Ausmal nach 12- bis 48-stiindiger Hyperoxie in Kombination mit rEPO an.

Die Ergebnisse der HO-1 Aktivitit (A), die densitometrischen Western Blot Quantifizierung
(B) und eine reprasentative Western Blot Serie (C) sind graphisch dargestellt. Die Darstellung

der mRNA-Expression findet sich in der zugehdrigen Publikation.
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Abbildung S: Erythropoietin reduziert die Hyperoxie-bedingte Akkumulation synaptischer

Acetylcholinesterase-S (AChE-S) im neonatalen Hirn der Ratte.

Die Expressionsniveaus der beiden untersuchten Acetylcholinesterase-Splei3varianten AChE-

S und AChE-R wurden mittels realtime PCR untersucht. Durch Exposition gegeniiber

Hyperoxie nahm die Expression von AChE-S deutlich zu und erreichte nach 24-stiindiger

Hyperoxie signifikant erhohte Werte. Bei Tieren, die gleichzeitig mit rEPO behandelt wurden,
verdnderte sich die AChE-S mRNA-Expression nicht. Die mRNA-Expression von AChE-R

wurde durch Hyperoxie und rEPO nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse der realtime PCR sind graphisch dargestellt (A).

A AChE Genexpression
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Abbildung 5: N = 6 Tiere pro Versuchsgruppe. Mittelwert
+ SEM. *P<0.05 Hyperoxie gegeniiber Normoxie (control).
#p<0.05 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO
(Student’s t-Test).
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3.2 MDMA und Neurotrophine

3.2.1 Dzietko, Sifringer et al. 2010

MDMA induziert physische und neurodegenerative Verinderungen und fiihrt zu einem

Anstieg von Neurotrophinen im unreifen Gehirn der Ratte.

Kurz nach der Injektion der MDMA-Einzeldosen konnte man bei den 6-Tage alten Tieren
eine bis zu 6 Stunden anhaltende Aktivititssteigerung erkennen. Sie zeigten stereotypisches
Verhalten wie beispielsweise Kopfwogen, niedrige Korperhaltung oder verstirkte Bewegung
der Extremitiiten. Altere Tiere zeigten zusitzlich eine erhdhte horizontale Motoraktivitit. Bei
den mit 40 oder 60 mg/kg Korpergewicht MDMA behandelten Tieren konnte auerdem eine
signifikant reduzierte Gewichtszunahme gegeniiber den Kontrolltieren verzeichnet werden.

Die Korpertemperatur blieb bei allen Tieren stabil.

Abbildung 6: MDMA induziert dosis- und altersabhéngige neurodegenerative Veridnderun-

gen in diversen Hirnregionen neonataler Ratten.

Die neuronale Degeneration nach Applikation der verschiedenen MDMA-Konzentrationen
erfolgte mittels mikroskopischer Untersuchung von gefarbten (Fluoro-Jade B-, TUNEL-, De-
Olmos Kupfersilberfarbung) Hirnschnitten. Die Behandlung mit einmalig 60 bzw. dreimalig
20 mg/kg Korpergewicht MDMA fiihrte gegeniiber den Kontrolltieren zu einer signifikanten,
breiten Neurodegeneration im Gehirn der untersuchten Ratten. Zusitzlich erfolgte die Unter-
suchung einer Abhéngigkeit der neuronalen Apoptose vom Alter der Tiere. Diese ergab, dass

der neurodegenerative Effekt nur bei den unreiferen, 7-Tage alten Ratten nachweisbar war.

Eine repriasentative DeOlmos Kupfersilberfarbung des parietalen Kortex (A) und die Berech-
nung der Altersabhédngigkeit der MDMA-bedingten Neurodegeneration (B) sind abgebildet.
Ausfiihrliche Beschreibungen der Ergebnisse, Abbildungen der weiteren durchgefiihrten Far-
bungen sowie die Auswertung der Apoptoseabhingigkeit von unterschiedlichen MDMA-Do-

sen sind der angehingten Publikation zu entnehmen.
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Abbildung 6: Mittels DeOlmos Kupfersilberfirbung wurde
nach Applikation von 60 mg/kg Koérpergewicht MDMA bei

CON unterschiedlichen Altersstufen der Tiere der Zelluntergang
Himschnitt einer 7-Tage alten Ratte nach in diversen Hirnregionen quantitativ erfasst. Die Werte
Applikation von 60 mg/kg Kérpergewicht wurden zur Berechnung eines Gesamtergebnisses addiert
MDMA. Schnittdicke 70pm, VergroBerung und der Mittelwert fiir jede der Behandlungen kalkuliert.
x200. N = 7-14 Tiere pro Versuchsgruppe. Con = Kontrolltiere

ohne MDMA. Mittelwert £ SEM. **P<0.01 (ANOVA).

Abbildung 7: MDMA erhoht die Protein- und Genexpression von BDNF und NT-3 im

retrosplenialen Kortex der neonatalen Ratte.

Um die Pathogenese der MDMA induzierten Apopotose weiter zu explorieren, wurden die
Auswirkungen der MDMA-Applikation auf Wachstumsfaktoren wie BDNF, NT-3 und NGF
im retrosplenialen Kortex 7-Tage alter Tiere mittels realtime PCR und Western Blot unter-
sucht. Das mRNA-Niveau von BDNF stieg nach Gabe von 20 mg/kg und 60 mg/kg Korper-
gewicht MDMA an und war jeweils nach 6 bis 24 Stunden signifikant erhoht. Auch auf Pro-
teinebene war im Western Blot nach 12 bis 24 Stunden eine signifikant erhohte Konzentration
von BDNF messbar. Die Messungen der mRNA-Konzentrationen von NT-3 ergaben eben-
falls signifikant erhohte Werte nach 6 bis 24 Stunden. Auf NGF hatte die Applikation von
MDMA hingegen keinen nachweisbaren Effekt.

Eine repriasentative PCR Serie nach 60 mg/kg Korpergewicht MDMA (A), die zugehorige
densitometrische Quantifizierung der RT-PCR (B) und eine zusétzlich durchgefiihrte realtime
PCR (C) werden gezeigt. Fiir weitere Abbildungen wird auf die zugrunde liegende Publika-

tion verwiesen.
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Abbildung 7: Die Beurteilung der RT-PCR erfolgte mit-
tels densitometrischer Auswertung und Berechnung der
Ratio aus BDNF zu B-Aktin als interner Standard.

Fir die realtime PCR wurde der ACt-Wert durch Subtrak-
tion des durchschnittlichen 18S RNA ACr-Werts von dem
durchschnittlichen IL-18 oder IL-18 ACt-Wert berechnet.
Der AACr-Wert ergab sich aus der Subtraktion des ACt-
Werts der Kontrollgruppe von dem ACt-Wert der experi-
mentellen Gruppe.

N = 5 Tiere pro Versuchsgruppe. Con = Kontrolle. Mit-
telwert £ SEM. ***P<(.001 (ANOVA).

Erhohte Neurodegeneration nach MDMA-Gabe bei CD1/BDNF Knockout Miiusen.

Abbildung 8: 7-Tage alte CD1/BDNF knockout Mause reagieren wesentlich sensitiver auf

die Applikation von MDMA als Wildtyp Kontrolltiere.

Um die Rolle von BDNF im MDMA-induzierten Schiadigungsmodell weiter zu evaluieren,

erfolgte die Applikation von 60 mg/kg Korpergewicht MDMA bei 6-Tage alten Wildtyp (+/+)

und heterozygoten (+/-) Knockout Méusen. Die Gehirne wurden 24 Stunden spiter mittels

Fluoro-Jade B-Farbung untersucht. MDMA fiihrte auch hier zu neuronalem Zelltod. Die

BDNF Knockout-Tiere reagierten dabei deutlich sensitiver gegeniiber der MDMA-Applika-

tion als die Wildtyp-Kontrolltiere. Im Gehirn der Knockout-Tiere konnte durch die Fluoro-

Jade B-Firbung eine signifikant erhhte Anzahl an degenerierten Zellen nachgewiesen wer-

den.
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Die Quantifizierung des durch Fluoro-Jade B-Fiarbung ermittelten apoptotischen Gesamtsco-

res in den untersuchten Hirnregionen ist abgebildet (A).

A Apoptose bei CD1/BDNF knockout Mausen

i

150000+ Abbildung 8: N = 5-9 Tiere pro Versuchsgruppe. Mittel-
wert = SEM. Die gestrichelte Linie zeigt den Wildtyp ohne
MDMA-Applikation. ***P<0.001 Wildtyp gegeniiber
CD1/BDNF knockout + MDMA; #p<0.01 CD1/BDNF
knockout gegeniiber CD1/BDNF knockout + MDMA
(Student’s t-Test).
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4 Diskussion

4.1 Hyperoxie und Erythropoietin

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die systemische Therapie mit rekombinantem
Erythropoietin (rEPO) bei neonatalen Ratten eine neuroprotektive Wirkung gegeniiber der
Hyperoxie-induzierten Neuroinflammation und dem durch die Sauerstoffexposition erhdhten

oxidativen Stress ausiibt.

Die Exposition neonataler Ratten gegeniiber Hyperoxie fithrt zu neuronalem und oligo-
dendrozytdrem Zelltod, welcher mit oxidativem und nitrativem Stress, einer Beeintrachtigung
der Signalkaskaden von Neurotrophinen und einem Anstieg proinflammatorischer Zytokine
vergesellschaftet ist (11, 38). Die intraperitoneale Applikation von 10.000 oder 20.000 IE/kg
Korpergewicht rEPO kann die beschriebenen pathologischen Verdnderungen signifikant be-
einflussen und wirkt somit neuroprotektiv (23). Der schiitzende Effekt von Erythropoietin im
neuronalen System wurde in der Vergangenheit in diversen experimentellen Rattenmodellen
der Hypoxie, hypoxischen Ischidmie, Exzitotoxizitdt und des neonatalen zerebralen Insults
nachgewiesen (20). Auch das neurologische Langzeitergebnis nach experimenteller hypoxi-
scher Ischdmie bzw. neonatalem zerebralem Insult wird durch rEPO signifikant verbessert

(39). Potentielle Effekte von rEPO beinhalten eine Induktion antiapoptotischer Signalwege
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und eine Reduktion von Exzitotoxizitit (40-42). Bei diversen in vivo Modellen des reifen Ge-
hirns zur Untersuchung von ZNS-Erkrankungen, bei denen Erythropoietin eine protektive
Wirkung hat, sind zudem inflammatorische Komponenten mit Zytokin-Induktion und einer

Leukozyten- und glialen Zellproliferation wichtige Komponenten der Pathogenese (43).

4.1.1 Sifringer et al. 2009

Auswirkung von Erythropoietin auf Hyperoxie-bedingte inflammatorische Verinderungen.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der durch Hyperoxie hervorgeru-
fene, apoptotische Zelluntergang im juvenilen Gehirn der Ratte mit einer erhdhten Synthese
der inflammatorischen Matrix Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 und der Zytokine In-
terleukin (IL)-1f und IL-18 vergesellschaftet ist. In Verbindung mit einer neuroprotektiven
Dosis von 20.000 1E/kg Korpergewicht rEPO normalisieren sich die Konzentrationen auf das
basale Niveau. Eine eingehende Beschreibung der genannten Zytokine findet sich in der

zugrunde liegenden Pulikation.

Diese Ergebnisse legen Mechanismen nahe, iiber die tEPO seine neuroprotektive Wirkung
entfaltet. rTEPO wirkt im Modell der hypoxischen Ischdmie im unreifen Gehirn neuroprotektiv
in Verbindung mit der Pravention des sekundéiren Anstiegs des proinflammatorischen Zyto-
kins IL-1p und der verminderten Leukozyteninvasion im Infarktareal (44). Ob Erythropoietin
einen direkten Effekt auf IL-1f hat bleibt dabei unklar. Es wird diskutiert, ob rEPO mdogli-
cherweise die ischdmisch-induzierte Inflammation eher durch eine andersweitige Reduktion
des neuronalen Zelltods vermindert, als durch einen direkten Effekt auf proinflammatorische
Zytokine (45). In einem neueren Modell der oxidativen Hirnschddigung verringert rEPO das
AusmalB der Degeneration bis zu einer Woche nach dem Insult. Dieser protektive Effekt ist
mit einer akuten verstirkten Expression von Caspase-1, Caspase-4, Caspase-6 und p53 asso-
ziiert. Des Weiteren schwécht rEPO den Insult-induzierten Anstieg von IL-1la und IL-6 ab
und erhoht das antiinflammatorisch wirkende IL-10 (22). In einem Modell einer neonatalen
Lipopolysaccharid-induzierten Schidigung der weillen Substanz bei Ratten verringerte rEPO
die Verdnderung der Myelinisierung im neonatalen Rattengehirn. Dieser positive Effekt war
mit einer Reduktion der proinflammatorischen Zytokine IL-1f, IL-6 und TNF-a assoziiert.

Die prianatale Applikation zeigte sich dabei effektiver als die postnatale Gabe (46).
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In einem in vitro Modell forderten durch rEPO aktivierte endotheliale Zellen die Migration
neuronaler Progenitor-Zellen durch die Sekretion von MMP-2 und MMP-9 iiber die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (Akt) und den Janus Kinase (Jak)2/Extracellular-signal Regu-
lated Kinase (ERK)1/2 Signalweg (47). Des Weiteren zeigte rEPO ebenfalls protektive
Effekte bei der ischdmischen Herzerkrankung durch die Abschwichung der extrazelluldren
Matrix-Degradation, welche durch MMP-2 und MMP-9 iiber die Anreicherung der ERK-
Phosphorylierung realisiert wird (48). Als Wachstumsfaktor fiihrt die Rezeptorbindung von
rEPO zur Phosphorylierung von Jak2, wodurch multiple Signalkaskaden initiiert werden,
inklusive MAP-Kinasen (41). In fritheren Studien konnte die Hyperoxie-induzierte Reduktion
von phosphoryliertem ERK in der grauen und weilen Substanz im Gehirn bei neuronalem
Zelltod nachgewiesen werden (10, 38). Zudem reduzierte rEPO in einem Modell von NMDA-
Antagonist-(MK801)-induzierter Neurotoxizitit im juvenilen Rattengehirn den Zelltod in
einer ERK-abhingigen Weise (49). Ob im aktuell untersuchten experimentellen Tiermodell
der Hyperoxie die Wiederherstellung der ERK-abhingigen Signalwege von MMP-Aktivititen

abhingig ist, bedarf weiterer Untersuchungen.

4.1.2 Sifringer, Brait et al. 2010
Die Auswirkung von Erythropoietin auf Hyperoxie-bedingten oxidativen Stress und korper-

eigene antioxidative Systeme.

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis der Assoziation des Sauer-
stoff-bedingten Zelltods im sich entwickelnden Gehirn der Ratte mit einem Anstieg von reak-
tiven Sauerstoffspezies und deren Reduktion durch rEPO. Sauerstoff induziert parallel zu ei-
ner Reduktion des monomeren Glutathions (GSH) die signifikante Erhéhung des dimeren
oxidierten Glutathions (GSSG) sowie eine erhdhte Lipidperoxidation. Dies ldsst sich im Sinne
der bekannten Oxidation durch freie Radikale erkldren. Die gleichzeitige Behandlung mit
rEPO fiihrt in beiden Féllen zu einem Ausbleiben der verstdrkten oxidativen Reaktion. Die
Ergebnisse beziiglich der rEPO-bedingten Reduktion des Hyperoxie-induzierten oxidativen
Stresses werden durch weitere Daten aus der Literatur unterstiitzt. rEPO reduziert die Stick-
stoffmonoxid (NO)-vermittelte Bildung freier Radikale oder antagonisiert deren Toxizitdt
durch den Aktivititsanstieg antioxidativer Enzyme in Neuronen (50). Auflerdem vermindert
rEPO die erhohte Lipidperoxidation in Modellen der fetalen Ischdmie/ Reperfusion und der
neonatalen hypoxisch-ischdmischen Hirnschiddigung bei Ratten (51-52). rEPO erhoht des

Weiteren die Aktivitdt des Glutathionperoxidase-Systems und verringert die exzessive NO-
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Produktion in einem Modell der neonatalen hypoxisch-ischdmischen Hirnschiadigung (51).
Auch die Glutathionperoxidase-Produktion in Astrozyten-Kulturen wird durch rEPO stimu-
liert, die Mikroglia vor oxidativ bedingtem Zelltod schiitzt und die mitochondriale Funktion
im Gehirn nach traumatischer Hirnschiddigung regeneriert (53-55). Diese Umstédnde konnten
in der Priavention der Hyperoxie-induzierten Schidigung im sich entwickelnden Gehirn von
Bedeutung sein, da antioxidative Systeme im unreifen Gehirn noch nicht vollstindig ausge-

bildet sind aber méglicherweise durch rEPO unterstiitzt werden.

Ein weiterer Mechanismus, iiber welchen rEPO sein neuroprotektives Potential initiiert, 14sst
sich anhand des Anstiegs des Himoxygenase-1 (HO-1)-Gehalts auf mRNA-, Protein- und
Aktivitdtsebene ableiten. Neuroprotektive Effekte von HO-1 wurden kiirzlich beschrieben
(56-58), wobei die Hochregulierung von HO-1 sich beispielsweise iiber den p38 Signalweg
am Erythropoietin-vermittelten kardioprotektiven Effekt wahrend der myokardialen Ischdmie
und Reperfusion beteiligt (59). Des Weiteren ist der Schutz der renalen endothelialen Zellen
bei Hamodialyse-Patienten durch Erythropoietin ebenfalls mit einem Anstieg von HO-1 und
einer dadurch bedingten Reduktion von oxidativem Stress assoziiert (60-61). Die Unterstiit-
zung der Erythropoietin-bedingten Protektion im Hyperoxie-Modell der neonatalen Ratte

durch HO-1 ist demnach wahrscheinlich.

Die Bestimmung des Gehaltes an Acetylcholinesterase (AChE) auf mRNA-Ebene ergibt im
vorgestellten Versuch einen Anstieg nach Hyperoxie-Exposition, welcher durch die zusétzli-
che Applikation von rEPO reduziert wird. Es ist bekannt, dass akuter Stress eine lang anhal-
tende Acetylcholinesterase-Uberexpression im Gehirn induziert und dass das Verhiltnis der
verschiedenen AChE-Formen im ZNS des Erwachsenen und in Immunzellen, wo Acetylcho-
lin die inflammatorische Reaktion beschriankt, zugunsten von AChE-R verschoben wird (62-
65). In der vorgestellten Arbeit wurde daher die mRNA-Expression der synaptischen AChE-
S- und der stressinduzierten AChE-R-Form evaluiert. Es zeigt sich, dass die reichlich vorhan-
dene synaptische Spleiflvariante konsistent hochreguliert wird, wihrend die weniger hiufige,
alternativ gespleifte R-Form keine Verdnderungen zeigt. Dies ldsst auf unterschiedliche Me-
chanismen in der Regulation der stressinduzierten Expression schlieen. Die Behandlung mit
rEPO verhindert den Anstieg von AChE-S. Dies unterstiitzt die Rolle der Acetylcholineste-
rase in der Reduktion der stressinduzierten Verdnderungen in der cholinergen Neurotransmis-

sion.
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Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorgestellten Arbeit daraufthin, dass die protek-
tiven Effekte von rekombinantem Erythropoietin auf die Hyperoxie-induzierte neuronale
Zellschiddigung im unreifen Gehirn der Ratte sowohl in der Reduktion inflammatorischer Pro-
zesse, als auch in der Reduktion von oxidativem Stress und der Initiierung antioxidativer Me-
chanismen vermittelt werden. Dieser Aspekt ist vom klinischen Gesichtspunkt her ausgespro-
chen relevant. Die Sauerstoffapplikation bei neonatologischen Patienten ist in vielen Fillen
unvermeidbar und die mdogliche Bedeutsamkeit von Erythropoietin als Kandidat zur neu-
roprotektiven und antiinflammatorischen Therapie im unreifen Gehirn, besonders vor dem
Hintergrund seiner bereits erprobten klinischen Vertriglichkeit in der Kinderheilkunde, wird

durch die vorgestellten Ergebnisse erneut verdeutlicht.

4.2 MDMA und Neurotrophine

4.2.1 Dzietko, Sifringer et al. 2010
Die Rolle von Neurotrophinen bei der MDMA-bedingten neuronalen Schidigung.

Die vorgelegte Arbeit zeigt, dass korpereigene Neurotrophine in der durch systemisch appli-
ziertes 3,4-Methylendioxy-N-Methylamphetamin (MDMA) ausgeldsten neuro-degenerativen
Reaktion im neonatalen Hirn der Ratte vermutlich eine protektive Rolle ausiiben. Die Exposi-
tion des unreifen Rattenhirns gegeniiber MDMA fiihrt zu einem signifikanten Anstieg der
Neurotrophine Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) und Neurotrophin-3 (NT-3) im
retrosplenialen Kortex. Die Relevanz von BDNF beziiglich der MDMA-vermittelten Hirn-
schiadigung wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass das neonatale Gehirn von CD1/BDNF
Knockout Miusen verglichen mit Wildtyp-Kontrolltieren merklich sensitiver auf die MDMA-

Toxizitit reagiert.

Sowohl eine toxische, als auch eine nicht toxische Einzeldosis MDMA bedingen im vorge-
stellten Versuchsmodell betrachtliche Verdnderungen der mRNA- und Protein-Expression
von BDNF im retrosplenialen Kortex der neonatalen Ratte. BDNF-defiziente Méuse zeigen
nach MDMA-Gabe eine erhohte apoptotische Rate neuronaler Zellen verglichen mit Wild-
tyyp-Méusen. In diversen fritheren Studien konnten nach MDMA-Applikation moderat er-
hohte BDNF Proteinexpressionen am 11. und 21. postnatalen Tag nachgewiesen werden (66-
67). Bei erwachsenen Ratten wurde in der Vergangenheit eine dhnliche BDNF mRNA-Regu-
lation 24 bis 48 Stunden nach MDMA-Applikation nachgewiesen (68). Es ist bekannt, dass
eine an die cAMP-Produktion und CREB-Aktivierung gekoppelte Aktivierung von 5-HT Re-
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zeptoren die Transkription des BDNF-Gens induzieren kann (69). Zielgene der BDNF-Sig-
nalwege beinhalten das antiapoptotische Protein Bcl-2 und die neuronale Stickstoffmonoxid-
Synthase (70-71). In kortikalen Neuronen blockiert BDNF effektiv den Methamphetamin-in-
duzierten neuronalen Zelltod durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt Signalweg und
bedingt einen neuroprotektiven Effekt beziiglich der Methamphetamin-induzierten Neurode-
generation im nigrostriatalen dopaminergen System von Méusen (72-73). Daher lassen die
vorgestellten Ergebnisse in Unterstiitzung und Verbindung mit der erwdhnten Literatur zu-
sammengefasst eine kompensatorische Rolle von BDNF als Reparaturmechanismus bei

MDMA -induzierter Neurotoxizitit im sich entwickelnden Vorderhirn der Ratte vermuten.

MDMA behandelte Tiere zeigen im vorgestellten Modell geringere Gewichtszunahmen als
die Kontrolltiere. Es ist bekannt, dass didtetische MaBBnahmen die BDNF-Expression im ze-
rebralen Kortex, Hippocampus und Striatum erwachsener Ratten induzieren konnen. Daher ist
es von Bedeutung zu diskutieren, ob die erhobenen Verdnderungen der Neurotrophin-Expres-
sion mit den Unterschieden in der Gewichtszunahme der Tiere zusammenhéngen. Es wurde
gezeigt, dass die chronische MDMA-Exposition unabhéngig von Gewichtsunterschieden in
signifikanten Lern- und Gedéchtnisdefiziten resultiert (74). Dies macht eine unabhéngige Be-
einflussung von MDMA auf Neurotrophine wahrscheinlich. Trotzdem kann der didtetische
Einfluss bei den vorgestellten Ergebnissen aufgrund des auch hier aufgetretenen anorekti-

schen Effektes nicht komplett ausgeschlossen werden.

Neben den erhohten BDNF-Werten zeigt sich im beschriebenen Modell ein Anstieg des NT-3
mRNA-Niveaus im retrosplenialen Kortex. In einem Modell erwachsener Ratten mit bipolarer
affektiver Storung wurde bereits eine erhohte NT-3 mRNA-Expression nach Amphetamin-
Injektion nachgewiesen (75). Die Prasenz von NT-3 mRNA im neonatalen Kortex nach einer
Einzeldosis MDMA wird in dieser Arbeit jedoch erstmals nachgewiesen. NT-3 wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Es wurde als antiapoptotischer Faktor im neonatalen hypo-
xisch-ischamischen Modell, aber auch als Forderer von Zelltod in einem experimentellen
Schlaganfall-Modell bei Erwachsenen nachgewiesen (76-77). Beziiglich des in dieser Arbeit
evaluierten Anstiegs der NT-3 mRNA-Expression scheint es mdglich, dass nicht nur BDNF,
sondern auch eine lokale NT-3-Freisetzung zum neuronalen Schutz vor einer MDMA-Toxi-
zitdt beitrdgt. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse anderer Autoren unterstiitzt, die eine
erhohte Myelinisierungs-Kapazitit von Oligodendrozyten nach NT-3-Stimulation zeigen

konnten (78). Der Anstieg der NT-3-Expression konnte dementsprechend neben BDNF ein
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wichtiger kompensatorischer Mechanismus sein, welcher zum Uberleben neuronaler Zellen

im sich entwickelnden Gehirn der Ratte beitragt.

Fiir die Diskussion der Ergebnisse beziiglich der eingehenderen Evaluation der dosis-, orts-
und altersabhingigen Neurodegeneration und Verhaltensverdnderung, sowie der Ergebnisse
beziiglich der NGF-Regulation wird auf die ausfiihrliche Darstellung in der Publikation ver-

wiesen.

Zusammengefasst zeigt die vorgelegte Arbeit, dass die neonatale MDMA-Applikation eine
apoptotische Neurodegeneration im unreifen Gehirn von Ratten und Méusen hervorruft. Die
Mechanismen, iiber die MDMA seine neurotoxischen Effekte ausiibt sind noch ungeklart, der
Anstieg in der Expression von BDNF und NT-3 spricht allerdings fiir eine neuroprotektive
Rolle dieser Neurotrophine. Diese Hypothese wird durch eine héhere Empfindlichkeit von
CD1/BDNF Knockout Méusen gegeniiber MDMA-Exposition unterstiitzt. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass die MDMA-induzierte Toxizitdt in kritischen Perioden des Hirnwachs-
tums pathologische neurodegenerative Verdnderungen induzieren kann, welche vermutlich

durch korpereigene, neuroprotektive Mechanismen in ihrem Ausmal} begrenzt werden.
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