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Abstrakt

In unseren Studien charakterisierten wir neuroprotektive Mechanismen anhand von
in vivo und in vitro Modellen fur neuronalen Zelltod. Dabei arbeiteten wir mit einem
Mausmodell der fokalen zerebralen Ischamie sowie in vitro mit primaren
neuronalen Kulturen der Maus und der Ratte.

Im Mittelpunkt der Arbeit stand die Applikation eines HMG-CoA-Reduktase
Inhibitors als Akuttherapie der fokalen zerebralen Ischamie im Mausmodell. HMG-
CoA-Reduktase Inhibitoren, sogenannte Statine, vermitteln direkte vasoprotektive
Effekte, die unabhéngig von einer signifikanten Senkung des Cholesterinspiegels
auftreten. In unseren Studien untersuchten wir zunédchst den Einfluss einer
intravenodsen Akuttherapie mit Rosuvastatin auf das Schlaganfalloutcome. Darluber
hinaus bestimmten wir das therapeutische Zeitfenster, die Dosis-Wirkungs-
Beziehung sowie den Effekt auf die Expression von eNOS und Akt im peripheren
und zerebralen GefalRbett. Im Weiteren charakterisierten wir endogene
Signalkaskaden der mikroglialen Inflammation. Als wesentliches mikrogliales
Ektoenzym spaltet die Ektonukleotidase CD39 Adenosintriphosphat (ATP) zu
Adenosindiphosphat (ADP). Die Aktivierung mikroglialer Zellen durch ATP wurde
bereits in vitro gezeigt. Die Auswirkungen einer fehlenden Expression von CD39
auf die mikrogliale Aktivierung waren bis dato nicht untersucht. Zuletzt sollten
neuroprotektive Mechanismen des hypophysaren Adenylatzyklase aktivierenden
Polypeptids (PACAP) unter hypoxisch/ischdmischen Bedingungen in vivo und in
vitro untersucht werden.

Die intravendse Applikation von Rosuvastatin in einer klinisch relevanten
Dosierung war mit einem signifikant reduzierten L&sionsvolumen sowie einem
verbesserten funktionellen Outcome assoziiert. Dabei konnte der neuroprotektive
Effekt von Rosuvastatin in einem Zeitfenster von bis zu 4h nach Induktion der
Ischamie nachgewiesen werden. Neuroprotektion war assoziiert mit erhéhten
Expressionsleveln von Akt Kinase und eNOS.

In unseren Untersuchungen anhand einer cd39 Knockout Maus (cd39-/-) fuhrte die
fehlende Expression von CD39 in vitro zu einer Hemmung der mikroglialen
Aktivierung. Die Aktivierung konnte durch Kostimulation mit ADP als auch durch
die Zugabe einer l6slichen Ektonukleotidase wiederhergestellt werden. In
verschiedenen Modellen fur neuronalen Zellschaden zeigten cd39-/- Méuse eine
verringerte Akkumulation mikroglialer Zellen. Hierbei zeigten cd39-/- Méause eine

geringere LasionsgroRe im experimentellen Schlaganfallmodell.



Nach fokaler zerebraler Ischamie zeigte sich eine massive Hochregulation von
PACAP in Kkortikalen Projektionsneuronen. In vitro fihrte PACAP zu einer
dosisabhéngigen  Aktivierung von Erk1/2 und MAP Kinase. Neuroprotektion
vermittelte PACAP im Modell der milden Sauerstoff-Glukose-Deprivation.

Aus Klinischer Sicht ist die Entwicklung einer intraventsen Statinmedikation zur
Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls ein viel versprechender
therapeutischer Ansatz. Unsere Ergebnisse zur Bedeutung von CD39 zeigen, dass
das Gleichgewicht von ATP und ADP Voraussetzung fir die mikrogliale
Aktivierung ist und CD39, als wesentliche mikrogliale Ektonukleotidase, hier eine
wichtige Rolle spielt. Weiterhin konnten wir nachweisen, dass PACAP nach fokaler
zerebraler Ischamie in kortikalen Projektionsneuronen hoch reguliert wird und via
des Erk1/2 Signalweges in vitro Neuroprotektion vermittelt. Die Charakterisierung
von Signalkaskaden und Expressionsmustern von PACAP wie auch das
Verstandnis der Funktion von Mikroglia unter physiologischen sowie
pathologischen Bedingungen sind von Bedeutung fur die Entwicklung neuer

therapeutischer Strategien.

Abstract

In our studies we characterized neuroprotective mechanisms, using in vivo and in
vitro models of neuronal cell death.

HMG-CoA reductase inhibitors, so called statins, exert rapid cholesterol-
independent effects. In our studies we tested whether postevent treatment with
intravenously (i.v.) administered rosuvastatin improves stroke outcome in mice. In
addition we characterized the therapeutic time window, dose-response as well as
the impact on levels of phosphorylated endothlelial nitric oxide (eNOS) and Akt
kinase.

Furthermore we investigated signaling cascades of microglial inflammation. As a
dominant cellular ectonucleotidase, CD39 degrades ATP to ADP. In vitro studies
have shown, that microglia is activated by ATP. Here we tested the impact of
CD39 for microglial activation, using cd39 knockout mice (cd39-/-).

In the third part of our studies, we investigated neuroprotective effects of pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP). PACAP confers protection in

models of cerebral ischemia. However the mechanisms are poorly understood.



In our studies rosuvastatin, administerd i.v., significantly reduced lesion size and
improved functional outcome, when given up to 4 hours after induction of focal
cerebral ischemia. Neuroprotection was associated with increased levels of
phosphorylated eNOS and Akt kinase.

Regarding CD39, ATP failed to stimulate puringergic receptor 2 mediated migration
in cd39-/- microglia. However, the effects of ATP on migration in cd39-/- microglia
was restored by addition of a soluble ectonucleotidase or co-stimulation with ADP.
In different in vivo models of neuronal cell death, cd39-/- mice showed reduced
accumulation of microglia at the pathological sites. Following focal cerebral
ischemia the infarct size was increased in cd39-/- mice.

PACAP expression was up regulated in cortical pyramidal cells, following focal
cerebral ischemia. PACAP conferred protection to ischemic neurons via

maintaining Erk1/2 signaling.

Schlagworter
Schlaganfall, HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren, CD39, Mikroglia, PACAP

Keywords
stroke, HMG-CoA-reductase inhibitors, CD39, microglia, PACAP



Abklrzungsverzeichnis

ADP
AMP
ATP
BAD
CBF
CD39

eNOS

Erk 1/2
HMG-CoA
HMG-CoA-Reduktase
Ibal

I.p.

AYA
MAP-Kinase
MCAO
MRNA
NMDA

NO

PACAP

PAC1
PAI-1
tPA
U0126

VIP
ZNS

Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat
Adenosintriphosphat

proapoptotisches Protein (BCL 2 assoziiert)
zerebraler Blutfluss
Ekto-Nukleosid-Triphosphat Diphosphohydrolasel,
auch ENTPDasel

endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
extracellular-signal regulated Kinase 1/2
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
ionisiertes Calcium-bindendes Proteinl
intraperitoneal

intravends

Mitogen aktivierte Kinase

Okklusion der Arteria cerebri Media
~-messenger” Ribonukleinsaure
N-Methyl-D-Aspartat

Stickstoffmonoxid

hypophyséares Adenylatzyklase aktivierendes
Polypeptid

PACAP selektiver Rezeptor 1

Plasminogen Aktivator Inhibitor 1
Gewebsplasminogenaktivator

selektiver Inhibitor des MEK/Erk1/2
Signaltransduktionsweges

vasoaktives intestinales Peptid

Zentralnervensystem



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG

2  ZIELSTELLUNG

3 METHODIK

4 ERGEBNISSE

5 DISKUSSION

6 LITERATURVERZEICHNIS

7 VERWENDETE PUBLIKATIONEN

ANHANG

- ANTEILSERKLARUNG

- EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG
- LEBENSLAUF

- PUBLIKATIONSLISTE

- DANKSAGUNG

12

17

23



1 Einleitung

Der ischamische Schlaganfall stellt weltweit nach kardiovaskularen Erkrankungen
die zweithaufigste Todesursache (1) dar und ist Hauptursache fir lebenslange
Behinderung und Pflegebedurftigkeit im Erwachsenenalter (2). In den USA werden
die durch Schlaganfall verursachten direkten und indirekten Kosten auf 67
Milliarden US Dollar pro Jahr geschéatzt (2), was die hohe soziobkonomische
Bedeutung des Krankheitsbildes hervorhebt und die Notwendigkeit intensiver
Forschung in diesem Bereich unterstreicht (3, 4).

Pathophysiologisch fihrt der thrombotische oder thromboembolische Verschluss
eines zerebralen Gefal3es zu einer kritischen Reduktion des zerebralen Blutflusses
(CBF) im abhéngigen Stromgebiet. Die akute Beeintrachtigung des
Energiestoffwechsels  fuhrt  Gber  komplexe  Schadenskaskaden  zum
Gewebsuntergang (5). Pathogenetisch stellen Glutamat vermittelte Exitotoxizitat,
Periinfarkt Depolarisation, Inflammation und programmierter Zelltod (Apoptose) die
Hauptschadensmechanismen dar (5).

In meiner Doktorarbeit habe ich mich mit verschiedenen neuroprotektiven
Mechanismen in der experimentellen Schlaganfallforschung auseinandergesetzt.
Den Schwerpunkt bildete dabei die Untersuchung der intravendsen Applikation
eines HMG-CoA-Reduktase Inhibitors als Akuttherapie der fokalen zerebralen
Ischamie im Mausmodell (1). Des Weiteren haben wir uns mit dem Einfluss der
Ektonukleotidase CD39 auf die mikrogliale Migration befasst (2) und untersuchten
dartiber hinaus neuroprotektive Mechanismen des hypophyséren Adenylatzyklase
aktivierenden Polypeptids (PACAP) in verschiedenen in vivo und in vitro Modellen

fur neuronalen Zellschaden (3).

Ad 1) Der Einsatz von HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren, sogenannten Statinen,
zur Therapie der Hypercholesterinamie sowie zur primaren und sekundaren
Pravention von kardio- und zerebrovaskuldaren Ereignissen bei Patienten mit
erhohtem vaskularen Risiko ist inzwischen weit verbreitet und gilt als sicher (6-
10). Neben dem positiven Einfluss auf das Lipidprofil vermitteln Statine eine
Vielzahl von direkten vasoprotektiven Effekten, die unabhangig und vor einer
signifikanten Senkung des Cholesterinspiegels  auftreten (11, 12). Diese
pleiotropen Effekte der Statine werden durch die kompetitive Hemmung der HMG-
CoA-Reduktase in extrahepatischem Gewebe sowie in Endothel- und Blutzellen

hervorgerufen.



Vor allem die sukzessive Steigerung der NO-Bioverfugbarkeit durch eine erhohte
Aktivitat der endothelialen NO-Synthase (eNOS) spielt hier eine wichtige Rolle (13,
14), es gibt aber auch Hinweise auf eNOS unabhangige Effekte (s. Abbildung 1)
(11) .
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Abbildung 1: Cholesterinsyntheseweg, pleiotrope Effekte von Statinen

Statine inhibieren die Konversion von HMG-CoA zu Mevalonat durch kompetitive Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase. Neben der Cholesterinbiosynthese wird auch die Synthese isoprenoider
Zwischenprodukte inhibiert, wodurch die posttranslationale Modifikation verschiedener Proteine
beeinflusst wird. Daraus resultierende pleiotrope Effekte der Statine sind in dem Kasten aufgefuhrt
(11).

In tierexperimentellen Schlaganfallmodellen konnte der protektive Effekt einer
chronischen Statinvorbehandlung auf das zerebrale Lasionsvolumen sowie das
funktionelle Outcome bereits eindeutig gezeigt werden (12, 15, 16). Sogar eine

subkutane (s.c.) oder intraperitoneale (i.p.) Akuttherapie flhrte zu einem
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reduzierten Gewebsschaden und einem verbesserten funktionellen Outcome,
bisher jedoch nur in Kombination mit dem Gewebsplasminogenaktivator (tPA) (17)
bzw. in einer sehr hohen Dosierung (18, 19). Inwiefern die akute intravendse Gabe
von Statinen einen neuroprotektiven Effekt bei zerebraler Ischamie vermittelt,

wurde bislang nicht untersucht.

Ad 2) Als residente Immunzellen des ZNS werden Mikrogliazellen durch
pathologische Veranderungen des Hirnparenchyms aktiviert (20, 21).
Extrazellulare Nukleotide (wie Adenosintriphosphat [ATP]) aktivieren und
interagieren mit mikroglialen purinergen Rezeptoren (P2R) (22). Die Freisetzung
von ATP aus apoptotischen und gestressten Zellen in den extrazellularen Raum
fuhrt in vitro zu Aktivierung und Chemotaxis mikroglialer Zellen (21). Die
Ektonukleotidase CD39 ist ein wesentliches mikrogliales Ektoenzym (23), das
ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) spaltet. Auswirkungen einer fehlenden
Expression von CD39 im Ischamiemodell hinsichtlich inflammatorischer Prozesse

wurden hisher noch nicht untersucht.

Ad 3) Das hypophysare Adenylatzyklase aktivierende Polypeptid (PACAP) gehort
zur Familie der Sekretin/Glucagon/vasoaktiven intestinalen Peptide (VIP) und
vermittelt durch Interaktion mit spezifischen Rezeptoren, PAC1 (PACAP - selective
receptor 1) und VPAC1/2 (VIP/PACAP receptors 1/2) (24), wichtige
neuromodulatorische Effekte (25, 26). Neuroprotektive Eigenschaften konnten
bereits in verschiedenen in vitro und in vivo Modellen demonstriert werden (26).
Erst kirzlich  wurde gezeigt, dass sowohl exogenes als auch endogenes PACAP
neuroprotektive Eigenschaften im experimentellen Schlagfanfallmodell aufweisen
(27, 28). Die zugrunde liegenden Mechanismen der Neuroprotektion sind bisher

jedoch nur unzureichend gekléart.
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Zielstellung

Beim ischamischen Schlaganfall fihrt die kritische Reduktion des CBF uber

komplexe Schadenskaskaden zum Gewebsuntergang. Neben der Untersuchung

der intraventsen Applikation eines Statins als Akuttherapie der fokalen zerebralen

Ischamie im Mausmodell (1) sollten endogene Signalkaskaden der mikroglialen

Inflammation (2) sowie Mechanismen der Neuroprotektion durch PACAP in vitro

und in vivo charakterisiert werden (3), um hieraus mdgliche therapeutische

Konsequenzen abzuleiten.

1.

a) Zunéchst sollte der Effekt der intravendsen Applikation einer klinisch
relevanten Dosierung von Rosuvastatin als Akuttherapie der fokalen
zerebralen Ischdmie im Tiermodell untersucht werden.

b) In weiteren Versuchen wollten wir das therapeutische Zeitfenster und die
Dosierung ndher charakterisieren, sowie den Effekt auf die Expression von
eNOS und phospho Akt im peripheren und zerebralen Gefal3bett

untersuchen.

Der Einfluss der Ektonukleotidase CD39 auf die mikrogliale Migration sollte

im Kontext einer cd39 knockout Maus (cd39-/-) untersucht werden.

Veranderungen der Expressionsmuster von PACAP, VIP und des PACAP
selektiven Rezeptors 1 bei zerebraler Ischamie sollten in vivo bestimmt
werden. Dartber hinaus galt es, in vitro Signalkaskaden und Neuroprotektion
durch  PACAP unter  hypoxisch/ischamischen = Bedingungen  zu

charakterisieren.



3 Methodik

Tiere und Behandlung

Alle  Tierexperimente wurden unter Einhaltung der gesetzlichen
Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt und sind im Tierversuchsvorhaben G0206/06 und
G0301/04 (Endres) vom Berliner Landesamt fiur Gesundheit und Soziales
(LAGeSo0) genehmigt worden.

Fur die Versuche wurden SVJ129 Wildtypmause des Bundesinstituts fir
Risikobewertung (BfR) Berlin und C57BI6 Mause von Charles River verwendet.
CD39 defiziente (cd39-/-) Mause und die zugehoérigen  Wildtypen
(C57BL6xSVJ129) stammten aus einer Zucht am Max-Delbrick-Centrum (MDC)
Berlin. Die Tiere wurden urspringlich von der Arbeitsgruppe Professor Robson,
Boston, generiert und zeigen einen primar unauffalligen Phanotyp (29). Wasser
und Futter war allen Tieren ad libitum zugénglich. Im Tierstall herrschte ein
normaler Tag-/Nachtrhythmus.

Die Experimente zur Statintherapie wurden mit Rosuvastatin (in Reinform von der
Firma AstraZeneca zur Verfugung gestellt) durchgefuhrt. Aufgrund der hydrophilen
Eigenschaften ist Rosuvastatin gut zur Herstellung einer intravendsen
Applikationsform geeignet. Die Tiere erhielten Rosuvastatin i.v. und i.p. in
unterschiedlichen Dosierungen (0,02-20mg/kg Korpergewicht [KG]) und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (1h, 3h, 4h, 6h) nach Ischamieinduktion. Der
Kontrollgruppe wurde die Tragersubstanz appliziert. Cd39-/- Mause sowie die

Kontrollen erhielten intraperitoneal Bromdesoxyuridin (BrdU).

Ischdmiemodell

Der operative Eingriff zur Ischdmieinduktion wurde in Isofluran-Narkose und bei
konstanter Korpertemperatur durchgefuhrt. Mittels eines silikonbeschichteten
Monofilaments, tUber die linke A. carotis communis eingebracht und intraluminal
Uber die A. carotis interna vorgeschoben, wird der Abgang der A. cerebri media
verlegt, was eine Ischdmie im Versorgungsgebiet der linken A. cerebri media
auslost. Das jeweilige Filament wurde nach unterschiedlichen Ischamiezeiten (30,
60 oder 90 Minuten) wieder entfernt, um die Reperfusion zu ermdglichen. In
einigen Tieren der jeweiligen Gruppe wurden wéhrend des Eingriffs physiologische

Parameter wie Blutgase und mittlerer arterieller Blutdruck bestimmt, sowie der



regionale zerebrale Blutfluss Gber dem Mediastromgebiet mittels Laser-Doppler

gemessen (15).

Neurologisches Defizit und funktionelles Outcome

Das neurologische Defizit wurde von einem unabhangigen Untersucher anhand
der Bederson-Kriterien (30) zu den Zeitpunkten 30 Minuten und 24h nach
Einsetzen der Ischamie bestimmt (O=kein Defizit, 1=leichtes Defizit, 2=maliges
Defizit, 3=schweres Defizit). AulRerdem testeten wir in einer weiteren Gruppe das
funktionelle Outcome zum Zeitpunkt 5 Tage nach zerebraler Ischamie, mittels ,pole
test* und ,wire hanging®, wie beschrieben (31, 32). Hierfur wurden die Tiere zuvor

an das Prozedere habituiert.

Gewebsentnahme und Infarktauswertung

Nach Dekapitation der Tiere in tiefer Narkose wurden die Hirne entnommen und
bei —40°C cryofixiert. Pro Hirn wurden aus 5 equidistanten Koronarebenen
rostrokaudal 20um dicke Schnitte am Cryomicrotom angefertigt. Nach
histologischer Standardfarbung mit Hamatoxilin-Eosin (HE) erfolgte die
computergestitzte Infarktauswertung. Dabei ergibt sich das direkte Infarktvolumen
durch Summierung der Infarktareale bzw. das indirekte Infarktvolumen aus der

Differenz von kontralateraler und nicht-infarzierter ipsilateraler Hemisphare (15).

Rosuvastatin-Plasmaspiegel

Via Schwanzveneninjektion wurde die entsprechende Dosis Rosuvastatin
appliziert. Zu den Zeitpunkten 1h, 3h und 5h nach Injektion wurden die Tiere in
tiefer Narkose dekapitiert und dabei 600ul Blut gewonnen. Nach Aufbereitung der
Blutproben wurden in Kooperation mit Frau Dr. Connie Azuyama (AstraZeneca
Laboratory, Delaware) die Rosuvastatin-Plasmaspiegel bestimmt (33).

Bestimmung von eNOS, phospho eNOS und phospo Akt

In tiefer Narkose wurde das vordere und mittlere Mediastinum von ventral
eroffnet, die Aorta descendens freiprapariert und eine etwa lcm lange Probe
entnommen, die cryofixiert wurde. Auch die Hirne wurden entnommen und
cryofixiert (s.0.). Die ,Western Blot“ Untersuchungen zur Proteinbestimmung von

eNOS und Akt-Kinase in Aorta und Hirn erfolgten wie beschrieben (13) in
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Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Laufs (Klinik fur Innere

Medizin, Universitatsklinikum, Homburg/Saar).

Gewebeaufbereitung und Immunhistochemie

In tiefer Narkose wurde die in-situ Fixation via transkardialer-Perfusion mit 4%
Paraformaldehydlosung durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Hirne fir 48
Stunden in 4% Paraformaldehyldosung postfixiert. Ibal (ionisiertes Calcium-
bindendes Proteinl) gilt als etablierter Marker fur mikrogliale Zellen (34). Die
immunhistologischen  Untersuchungen wurden in  Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Kettenmann (Max-Delbrick-Centrum, Berlin)

sowie Herrn Dr. Stumm (Otto-von Guericke Universitat, Magdeburg) durchgefuhrt.

Neuronale, astrozytare und mikrogliale Zellkultur

Fur die in vitro Untersuchungen zum Einfluss der Ektonukleotidase CD39 auf die
mikrogliale Migration und Aktivierung wurden mikrogliale Zellen aus zerebralen
Kortices von cd39 -/-, C57BL6xSVJ129 Wildtypmausen sowie Adenosinrezeptor 1
defizienten Mausen (Al-/-) wie beschrieben prapariert und aufbereitet (35). Die
Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Kettenmann.

Die im Kontext der Untersuchung neuroprotektiver Mechanismen von PACAP
durchgefuhrten in vitro Versuche erfolgten anhand von primaren neuronalen
und astrozytaren Kulturen, die aus Sprague-Dawley Ratten-Embryonen gewonnen
wurden. Das Ischamiemodell, basierend auf Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD),
wie auch weitere in vitro Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Dr.

Stumm.

Statistik

Die statistische Auswertung der Daten wurde mittels Student’s t-test (zum
Vergleich zweier normalverteilter Stichproben) oder ANOVA gefolgt vom Tukey
post hoc test durchgefuhrt. Der Mann-Whitney-Test wurde zum Vergleich nicht
parametrischer Daten angewendet. Als statistisch signifikant wurde P<0,05

angenommen.



4 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in den unter 7. der Dissertationsschrift

genannten Publikationen enthalten und werden wie folgt zitiert:

Referenz #1: Prinz V, Laufs U, Gertz K, Kronenberg G, Balkaya M, Leithner C,
Lindauer U, Endres M (2008) Intravenous rosuvastatin for acute stroke treatment:
An animal study, Stroke 39, 433-438

Referenz #2. Farber K, Markworth S, Pannasch U, Nolte C, Prinz V, Kronenberg
G, Gertz K, Endres M, Bechmann |, Enjyoji K, Robson SC, Kettenmann H (2008)
The ectonucleotidase cd39/entpdasel modulates purinergic-mediated microglial
migration, Glia 56, 331-341

Referenz #3: Stumm R, Kolodziej A, Prinz V, Endres M, Wu DF, Hollt V (2007)
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is up-regulated in cortical
pyramidal cells after focal ischemia and protects neurons from mild
hypoxic/ischemic damage, J Neurochem 103,1666-1681

Effekte von intravendsem vs. intraperitonealem Rosuvastatin auf das

zerebrale Lasionsvolumen

Nach 60 Minuten Ischéamie erhielten die Tiere einmalig Rosuvastatin bzw. die
Tragersubstanz i.v. oder i.p.. Ein Zeitfenster von bis zu 6h nach Ischamieinduktion
wurde untersucht. Die Tiere wurden 24h nach Ischamieinduktion getttet, das
Gewebe aufbereitet und die Infarktvolumina bestimmt.

Die i.v. Applikation von 0,2 und 2mg/kg/KG Rosuvastatin 1h nach
Ischamieinduktion zeigte einen protektiven Effekt, was sich in einem reduzierten
direkten als auch indirekten Infarktvolumen zeigte. Die Konzentration von
0,02mg/kg/KG war nicht wirksam. Die i.p. Applikation fuhrte lediglich in der
Dosierung von 20mg/kg/KG zu einem reduzierten Infarktvolumen (Referenz #1).
In den Versuchen zur Charakterisierung des Zeitfensters erhielten die Tiere zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (1h, 3h, 4h und 6h) nach Induktion der Ischamie 0,2
und 2mg/kg/KG Rosuvastatin i.v.. Beide Dosierungen zeigten reduzierte direkte
und indirekte Infarktvolumina in einem Zeitfenster von bis zu 4h. Bei i.v. Injektion
von 0,2mg/kg/KG, 6h nach Ischamieinduktion, zeigte sich keine signifikante
Reduktion des Infarktvolumens, wohingegen die Dosierung von 2mg/kg/KG
hinsichtlich des indirekten L&sionsvolumen signifikant wirksam, beim direkten
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Infarktvolumen aber nur ein Trend zu erkennen war. Die i.p. Gabe von 2 und
20mg/kg/KG Rosuvastatin zum Zeitpunkt 3h nach Ischamieinduktion hatte keinen

Effekt auf das zerebrale Lasionsvolumen (Referenz #1).

Effekte von Rosuvastatin auf das funktionelle Outcome und L&sionsvolumen
zum Zeitpunkt 5 Tage nach zerebraler Ischamie

5 Tage nach 60 Minuten zerebraler Ischamie war bei den Tieren, die mit
2mg/kg/KG Rosuvastatin i.v. behandelt worden waren, ein signifikant besseres
funktionelles Outcome zu beobachten. Des Weiteren bestatigte sich hier erneut der
protektive Effekt im Sinne einer ausgepragten Reduktion des Infarktvolumens (s.
Abbildung 2, Referenz #1).
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Abbildung 2: Funktionelle Defizite und Lasionsgrof3e zum Zeitpunkt 5 Tage nach
zerebraler Ischamie.

129SV Mause wurden 60 Minuten der fokalen zerebralen Ischédmie ausgesetzt und erhielten 3h
nach Ischamieinduktion Rosuvastatin (2.0mg Kg ') oder als Kontrolle die Tragersubstanz (V)
intravends. An Tag 5 wurden die Tiere auf das funktionelle Outcome im Pole test (A, B) und Wire
hanging (C) untersucht. AnschlieBend wurden die Tiere getdtet und die direkte L&sionsgréRe
bestimmt (D). n=10 Tiere pro Gruppe, Mittelwert £+ SEM; *P<0.05 vs. Kontrolle.



Physiologische Parameter
Mit Rosuvastatin behandelte Tiere zeigten keine Auffalligkeiten physiologischer

Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe (Referenz #1).

Rosuvastain Plasmaspiegel
Neuroprotektion wurde mit einer Peak-Plasma Konzentration kleiner 0,5ng/ml
erzielt. Die Rosuvastatin Plasmaspiegel zu verschiedenen Zeitpunkten nach i.v.

Injektion sind tabellarisch in Referenz#1 dargestellt.

Effekte von Rosuvastatin auf die Expression von eNOS, phospho-eNOS und
Phospho-Akt-Kinase

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Expression von eNOS, phosphorylierter
eNOS und -Akt-Kinase in den Aorten behandelter Tiere bereits 1h nach Injektion
einer Konzentration von 0,2 und 2mg/kg/KG Rosuvastatin erhéht. Weiterhin zeigte
die ,Western Blot“ Analyse von lysiertem Hirngewebe eine Erhdhung von eNOS,
phosphorylierter eNOS und -Akt-Kinase 3h sowie 5h nach Injektion von 2mg/kg/KG

Rosuvastatin (Referenz #1).

Einfluss der Ektonukleotidase CD39 auf die mikrogliale Migration und
Aktivierung in vitro und in vivo

In vitro fihrte die Stimulation mit ATP, ADP oder AMP zur Migration mikroglialer
Wildtypzellen. Weitere Untersuchungen mit Zellen Adenosin-Rezeptor-defizienter
Mause (Al-/-) sowie dem Adenosin-Rezeptor-Antagonisten CGS15493 zeigten
eine reduzierte Aktivierung mikroglialer Zellen unter Stimulation mit ATP bzw.
Kostimulation mit ATP und CGS15493.

In cd39-/- Zellen war die Aktivierung durch ATP, ADP, AMP und Adenosin stark
herabgesetzt. Durch  Koinkubation von ATP oder ADP mit einer loslichen
NTPDase konnten cd39-/- Zellen aktiviert werden, wohingegen Wildtypzellen
inhibiert wurden. Auch die Kostimulation mit ATP und Adenosin fiihrte zu einer
Aktivierung der cd39-/- Zellen. Die Ergebnisse der elektrophysiologischen
Untersuchungen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen cd39-/- und
Wildtypzellen hinsichtlich der Expression purinerger Rezeptoren (Referenz #2).

Zur Untersuchung der Rolle von CD39 bei zerebraler Ischamie wurde in cd39-/-

Mausen und den dazugehdrigen Kontrollen eine fokale zerebrale Ischamie
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induziert und das Gewebe zu den Zeitpunkten 24, 48 und 96 h nach Ischamie
ausgewertet.

Cd39-/- Mause wiesen zu allen Zeitpunkten grél3ere Infarktvolumina auf. Weiterhin
zeigten cd39-/- Tiere eine reduzierte mikrogliale Invasion in das peri-ischdmische
Gewebe. Die mikrogliale Proliferation zeigte sich unverandert in cd39-/- Tieren
(Referenz #2).

Expression von PACAP in vivo

Innerhalb weniger Stunden fuhrte die fokale zerebrale Ischamie zu einer
ausgepragten NMDA-Rezeptor abhangigen Hochregulation von PACAP-mRNA in
kortikalen Pyramidenzellen, jedoch nicht im Striatum. Die Expression von PACAP
fiel unter das Kontrollniveau an Tag 2 und normalisierte sich nach 4 Tagen. Die
Expression von VIP-mRNA war im Vergleich gegenlaufig reguliert, mit einem Abfall
in der Akutphase und einem Anstieg nach 2 Tagen. Weiterhin zeigte sich, dass VIP
und PACAP exprimierende Neuronenpopulationen sich nur geringfugig
Uberschneiden. PAC1-mRNA zeigte ein ubiquitdres Verteilungsmuster in
Neuronen und Astrozyten und war lediglich am 2. Tag nach Ischamieinduktion

geringfugig erhoht (Referenz #3).

Neuroprotektion durch PACAP in vitro

Die Stimulation kortikaler Neuronen mit PACAP bedingte via PAC1l eine
dosisabhéngige Aktivierung von Erk 1/2 sowie p38 MAP Kinase. In Astrozyten
war dieser Effekt hingegen nur sehr geringfigig ausgepragt. Unter
hypoxisch/ischamischen Bedingungen zeigte sich eine starke Reduktion der Erk1/2
Aktivitat, die mit einer verstarkten Dephosphorylierung des proapoptotischen
Proteins Bad assoziiert war.

Die Stimulation mit PACAP27, in einer nanomolaren Konzentration, wirkte der
Inaktivierung von Erk1/2 unter 60min Sauerstoff-Glukose-Entzug entgegen, was
eine verminderte Aktivierung von Bad und einen reduzierten neuronalen Schaden
bedingte. Die neuroprotektiven Effekte von PACAP waren jedoch nur unter diesen
milden hypoxisch/ischamischen Konditionen zu beobachten und waren weiterhin
unter Co-Stimulation mit UO126, einem Inhibitor des MEK/Erkl/2

Signaltransduktionsweges, aufgehoben.
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5 Diskussion

In unseren Studien haben wir unterschiedliche Mechanismen der Neuroprotektion

nach Schlaganfall charakterisiert.

Statine bedingen eine Vielzahl direkter vasoprotektiver Effekte, die unabhangig
und vor einer signifikanten Senkung des Cholesterinspiegels auftreten (11) .
Experimentelle Studien haben eindeutig gezeigt, dass eine chronische
Statintherapie mit einem verbesserten Outcome nach Schlaganfall assoziiert ist
(12, 15). Wie bereits in friheren Studien der Arbeitsgruppe Endres gezeigt wurde,
werden die neuroprotektiven Effekte einer Statinvorbehandlung zumindest zum Teil
durch die verstarkte Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) in
Endothelzellen hervorgerufen (13, 14). Neben einer verzégerten Hochregulation
der eNOS Expression durch Stabilisierung der eNOS mRNA bewirken Statine eine
direkte Aktivitatssteigerung der eNOS durch Aktivierung der Protein Akt Kinase
und der AMP aktivierteren Protein Kinase (AMPK) (36). Die sukzessive Steigerung
der NO-Bioverfugbarkeit vermittelt eine verbesserte Endothelfunktion, eine
Steigerung des zerebralen Blutflusses, hemmt die Thrombozytenaggregation und
wirkt dartiber hinaus antiinflammatorisch (11, 14, 37). Auch die Akuttherapie mit
Statinen weist in tierexperimentellen Schlaganfallmodellen neuroprotektive
Eigenschaften auf, bisher allerdings nur mit einer hohen Dosierung (18) oder in

Kombination mit Gewebsplasminogenaktivator (17, 19).

Mittels der intravendsen Applikation von Rosuvastatin beobachteten wir einen
neuroprotektiven Effekt mit einer Dosisreduktion um zwei GroRenordnungen, im
Vergleich zur intraperitoneal applizierten Dosis, wie bereits zuvor von Kilic et al.
(18) beschrieben worden war. Dartber hinaus konnten wir den neuroprotektiven
Effekt in einem Zeitfenster von bis zu 4h nachweisen. Die Protektion zeigte sich
sowohl in einem reduzierten Infarktvolumen, als auch in einem deutlich
verbesserten funktionellen Outcome zum Zeitpunkt 5 Tage nach Ischamie.

Die Applikation von Rosuvastatin i.v. in einer Dosierung von 0,2mg/kg/KG fuhrte
bereits nach 1h zu einer signifikanten Erhdhung von phosphorylierter Akt Kinase
und vermittelte in derselben Dosierung Neuroprotektion. Dahingegen waren die
Proteinlevel von eNOS und phosphorylierter eNOS erst bei einer Dosierung von
2mg/kg/KG zum Zeitpunkt 3h signifikant erhoht. Zuletzt fihrte die Injektion von
0,02mg/kg/KG Rosuvastatin weder zu einer Erh6hung von Akt-Kinase, noch zeigte

diese Dosierung einen neuroprotektiven Effekt. Diese Korrelation der Level von
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phosphorylierter Akt-Kinase und Neuroprotektion deutet darauf hin, dass die
Aktivierung von Akt mit akuter Protektion im Schlaganfallmodell verbunden ist. Die
Effekte von Rosuvastatin auf die Expression von Akt und eNOS fanden sich
sowohl im peripheren als auch zerebrovaskularen Gefassbett. Der neuroprotektive
Effekt einer chronischen Statinbehandlung ist in eNOS defizienten Mausen
aufgehoben (15). In zuklnftigen Untersuchungen ware es interessant, die
Applikation von Statinen zur Akuttherapie der zerebralen Ischamie in eNOS-
defizienten Tieren zu untersuchen.

In unseren Studien wurde der neuroprotektive Effekt nach i.v. Applikation von
Rosuvastatin bereits mit einem Peak Plasma Level <0,5ng/ml vermittelt. In
Untersuchungen von Kilic et al. wurden die Rosuvastatin Plasmalevel nach i.p.
Administration von Rosuvastatin bestimmt. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen
zeigten sich hier eine lineare Pharmakokinetik sowie hohere Plasmaspiegel von
Rosuvastatin  (18). Die pharmakokinetischen Differenzen von i.v. und i.p.
Applikation weisen mdglicherweise auf eine akzelerierte hepatische Aufnahme
nach i.v. Gabe hin.

Ergebnisse aus retrospektiven Studien weisen darauf hin, dass eine chronische
Statinbehandlung vor einem ischamischen Schlaganfall mit einem verbesserten
Outcome assoziiert ist (38, 39) . Eine Analyse der prospektiv erhobenen Daten der
Stroke Prevention with Aggressive Reduction in Cholesterol Levels (SPARCL)
Studie ergab, dass Patienten unter Therapie mit Atorvastatin weniger schwere
Reinfarkte erlitten als Patienten die Plazebo erhielten (40). Weiterhin wies die mit
Atorvastatin behandelte Gruppe eine ausgepragte Reduktion fataler Schlaganfalle
auf (7). In einer randomisiert kontrollierten Pilotstudie (41) zeigten Patienten, die
innerhalb der ersten 3-12 Stunden nach Schlaganfall Simvastatin erhielten, ein
signifikant besseres neurologisches Outcome nach 90 Tagen. Diese Ergebnisse
missen durch groBere Studien abgesichert werden.

Zur Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls sind oral verfugbare Statine nicht
sinnvoll (42). Auch zur Vermeidung von adversen Effekten bei abruptem Absetzen
einer vorbestehenden Statinbehandlung (43) ist eine intravendse Applikationsform
winschenswert (42). Da Statine neben der Hochregulation der eNOS auch eine
verstarkte Expression von tPA  sowie eine verminderte Expression von
Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1)  bewirken (44, 45), ist eine
Kombinationstherapie mit Gewebsplasminogenaktivator und Statinen zu erwagen.

Klinische Beobachtungsstudien weisen auf ein verbessertes Outcome nach
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Thrombolyse bei mit Statinen vorbehandelten Patienten hin (38). Neben der
Schlaganfalltherapie konnten bereits auch fur andere Krankheitsbilder, bei denen
die endotheliale Dysfunktion einen massiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf
nimmt (wie bei Subarachnoidalblutung oder auch Zustand nach kardiovaskularem
Eingriff), glnstige Effekte einer Statintherapie beobachtet werden (46-48).
Nattrlich muss die i.v. Applikation von Statinen zunadchst in Phase | Studien
untersucht werden. Hydrophile Statine wie Rosuvastatin sind gut geeignet zur
Herstellung einer intraventsen Applikationsform. Die intravendse Injektion von 8
mg Rosuvastatin wurde bereits an gesunden Probanden untersucht und zeigte
keine adversen Effekte (49).

Ein wichtiger, bisher in Schlaganfallmodellen nur unzureichend untersuchter
Prozess, ist die Freisetzung von ATP durch gestresste sowie apoptotische Zellen
und die daraus resultierenden  Effekte auf Mikroglia. In unseren in vitro

Untersuchungen zum Einfluss der Ektonukleotidase CD39 auf die mikrogliale

Inflammation konnten wir zunachst bestétigen (21), dass Mikroglia durch ATP und
ADP stimuliert und aktiviert wird. Wie wir weiter zeigen konnten, bedarf es dazu
der Kostimulation des purinergen Typ 2 Rezeptors, sowie des Typ 1 Adenosin
Rezeptors durch ATP und ADP. Die mikrogliale Ektonukleotidase CD39 spielt hier
offensichtlich eine Schltsselrolle, da sie als Ekto-ATPase ATP zu ADP spaltet und
somit das Gleichgewicht von ATP und ADP reguliert. In cd39 defizienten Zellen
fuhrte die alleinige Stimulation mit ATP, wie auch die alleinige Stimulation mit ADP,
nicht zur Migration. Das Fehlen dieser Ekto ATPase verursacht hier ein gestortes
Gleichgewicht von ATP und ADP. Durch Kostimulation mit einer ldslichen
Ektonukleotidase wurde die Aktivierung der cd39-/- Mikroglia wieder hergestellt,
wohingegen Wildtyp Mikroglia hier inhibiert wurde, was wahrscheinlich auf eine
beschleunigte Degradierung von ATP zurtickzufiihren ist.

Den Einfluss von CD39 in vivo untersuchten wir anhand zweier Modelle fir
neuronalen Zellschaden. Mikrogliale Zellen wurden immunhistologisch mit Ibal
detektiert. In beiden Modellen zeigte sich eine signifikant niedrigere Dichte Ibal
positiver Zellen am Ort der Lasion, was die wesentliche Funktion der
Ektonukleotidase CD39 fur Migration und Aktivierung von Mikroglia unterstitzt.
Weiterhin wiesen cd39-/- Tiere im Ischamiemodell groRRere Infarktvolumina und
eine erhohte Letalitdt nach 60min MCAo auf, was bereits beschrieben worden war
(50).
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Die Rolle von Mikroglia bei Schlaganfall und anderen neurodegenerativen
Prozessen wird kontrovers diskutiert (20). Abhangig vom Aktivierungsgrad kénnen
Mikrogliazellen  einerseits  durch Freisetzung  zytotoxischer  Molekile
neurodegenerative Prozesse antreiben, andererseits aber Uber Sekretion von
Neutrophinen Neuroprotektion und —regeneration férdern (51). Unsere Ergebnisse,
die Assoziation von gréReren Infarktvolumina mit reduzierter mikroglialer
Einwanderung in das periischamische Gewebe in cd39-/- Tieren, unterstlitzen die
neuroprotektive Rolle von Mikroglia bei zerebraler Ischamie. Neben CD39
exprimieren Mikrogliazellen eine weitere Ektonukleotidase, die sogenannte Ekto "5
Nukleotidase (CD73) (52). In weiteren Studien planen wir den Einfluss von CD73

auf die mikrogliale Migration zu untersuchen.

Unsere Studien zu PACAP charakterisieren erstmalig die Expressionsmuster von
PACAP, VIP und dem PAC1 Rezeptor im Schlaganfallmodell. In vivo induzierte die
fokale zerebrale Ischamie eine biphasische, NMDA-abh&ngige Hochregulation von
PACAP in kortikalen pyramidalen Neuronen. Obwohl sich nahezu keine PACAP
Synthese im Striatum zeigte, ist davon auszugehen, dass subkortikale Regionen
Uber Projektionen kortikaler pyramidaler Zellen (53) erreicht werden. Durch das
ubiquitare Verteilungsmuster des PACAP spezifischen Rezeptors PAC1 kénnen
Neuronen und Astrozyten sowohl in kortikalen als auch striatalen Regionen
beeinflusst werden und hier neuroprotektive Effekte vermitteln, wie bereits gezeigt
wurde (27).

In vitro fahrte die Stimulation kortikaler Neuronen mit exogenem PACAP zu einer
dosisabhangigen Aktivierung von ERK1/2 und p38 MAP Kinase. Unter hypoxisch/
ischamischen Bedingungen wirkte die Stimulation mit PACAP der Inaktivierung von
Erk1/2 entgegen, was mit einer reduzierten Dephosphorylierung des
proapoptotischen Proteins Bad assoziiert ist. Dieser direkte neuroprotektive Effekt
ist jedoch nur unter milden hypoxisch/ischamischen Bedingungen zu beobachten.
Weiterhin vermittelt PACAP indirekte neuroprotektive Effekte durch PAC1

induzierte Produktion astrozytérer neurotropher Faktoren.

Zusammenfassung:

Der ischdmische Schlaganfall fuhrt Uber komplexe Schadenskaskaden zum
Gewebsuntergang. In unseren Studien haben wir unterschiedliche Mechanismen

der exogenen sowie endogenen Neuroprotektion untersucht. Unsere Ergebnisse
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tragen hoffentlich zu einem besseren Verstandnis dieser Mechanismen bei und
dienen so der Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze.

Insbesondere unsere Ergebnisse zur intravendsen Applikation von Rosuvastatin
als Akuttherapie der zerebralen Ischamie sind von hoher klinischer Relevanz. In
Zusammenschau mit den bisherigen experimentellen und klinischen Daten zu
Schlaganfall und Statinen ist der Einsatz von Statinen zur Akuttherapie des
ischAmischen Schlaganfalls viel versprechend. Zum akuten Einsatz von Statinen
zur Behandlung kritisch erkrankter Patienten wie auch Patienten mit
Schluckstérungen, die im Rahmen eines Schlaganfalls auftreten kénnen, oder
auch Patienten, bei denen ein operativer Eingriff erfolgt, ist die Verfigbarkeit einer

intravenodsen Applikationsform notwendig und wird bereits diskutiert (42).
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