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Abstract

Trotz medizinischer Fortschritte geht die sinkende Mortalitdt von Frithgeborenen weiter mit
einer hohen Rate neurologischer Defizite einher. In der Behandlung von kranken Friih- und
Neugeborenen ist Sauerstoff ein bedeutendes Therapeutikum, wobei die Effekte einer
Hyperoxie auf das neonatale Gehirn zunehmend das Interesse der Wissenschaft wecken, da

diese fiir entstehende neuronale Schidigungen mitverantwortlich gemacht werden.

Die traumatische Hirnschiddigung ist ein wesentlicher Grund fiir den Tod und neurologische
Residualsyndrome in der Kindheit. Im Gegensatz zum Trauma des Erwachsenen, sind die
dem kindlichen Hirntrauma zugrundeliegenden Pathomechanismen noch weitgehend

ungeklart.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neurodegenerative Schidigungen von Hyperoxie
bzw. Schidelhirntrauma auf das sich entwickelnde Gehirn von Maus und Ratte histologisch
nachgewiesen, wobei sich Neurodegenerationen in verschiedenen Hirnregionen zeigten. Es
kam jeweils zu einer Aktivierung von neuroinflammatorischen Prozessen mit einem Anstieg
von Caspase-1 und den von Caspase-1 aktivierten proinflammatorischen Zytokinen
Interleukin-18 (IL-1B) und Interleukin-18 (IL-18). Die intraperitoneale (i.p.) Gabe von
rekombinantem Interleukin-18-Bindungsprotein (IL-18BP) fiihrte zu einer Reduzierung des
apoptotischen Zelltodes in beiden Schidigungsmodellen. Zudem waren IL-1 receptor-
associated kinase-4 (IRAK-4)-defiziente Mause weitgehend geschiitzt gegen den Hyperoxie-
induzierten Zelltod und IL-18-defiziente Méuse gegen den Zelltod nach Schidelhirntrauma.

Nach Schédelhirntrauma wurden zusitzlich die beiden Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
MMP-2 und -9 auf Gen- und Proteinebene hochreguliert und deren Inhibitoren tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) TIMP-1 und TIMP-2 in der Expression reduziert.
Die i.p. Applikation des MMP-Inhibitors GM6001 2 Stunden nach Schidelhirntrauma fiihrte
zu einer Verringerung der apoptotischen Neurodegeneration und stellt somit eine mdgliche

therapeutische Anwendung nach Schidelhirntrauma dar.

Im Hyperoxiemodell fiihrte die gleichzeitige i.p. Applikation von rekombinantem
Erythropoietin (rEPO) zu einer Abnahme des apoptotischen Zelltodes und des oxidativen
Stresses nach Hyperoxie. Der Hyperoxie-induzierte Aktivititsanstieg von Caspase-2, -3 und
-8 wurde durch rEPO-Gabe reduziert. AuBlerdem wurde der durch Hyperoxie verminderte
Gehalt des neurotrophen Faktors brain-derived neurotrophic factor (BDNF) sowie der

phosphorylierten, aktiven Formen der Kinasen Akt (Proteinkinase B) und ERK1/2 durch



Gabe von rEPO wieder erhoht, so dass die neuroprotektive Eigenschaft von rEPO im Modell

der Sauerstofftoxizitit und daran beteiligte Mechanismen nachgewiesen werden konnten.

1. Einleitung und Zielstellung

Sinkende Mortalitétsraten von Frithgeborenen gehen mit hohen Morbiditétsraten einher, was
den Anlass fiir eine intensivierte Forschung ergibt [1-3]. Nach der Geburt sind Frithgeborene
zu friih der normalen Atmosphére ausgesetzt und kommen dadurch in Kontakt mit einem fiir
ihr Reifealter unphysiologisch hohen Sauerstoffpartialdruck, wobei dieser Effekt im Rahmen
einer maschinellen Beatmung noch verstirkt werden kann [4-5]. In experimentellen Studien
wurden nach Hyperoxie neuronale Degenerationen nachgewiesen, die vornehmlich
apoptotischer Natur sind [6-9]. Aufgrund der erhaltenen Erkenntnisse wird Sauerstoff
inzwischen als therapeutisches Mittel in der Neonatolgie zuriickhaltender eingesetzt und
kritisch tiberdacht [10-11].

Die traumatische Hirnschiddigung trégt in Industrieléindern entscheidend zur gesellschaftlichen
Morbiditit und Mortalitit bei [12-16]. Am hdufigsten betroffen sind Kinder im Alter von bis
zu 6 Jahren, wobei Kinder unter 4 Jahren die schlechteste neurologische Prognose aufweisen
[17-21].

Klinische und experimentelle Untersuchungen zeigen, dass inflammatorische Mediatoren, wie
die proinflammatorischen Zytokine, eine wichtige Funktion in der Pathophysiologie von
neurodegenerativen Erkrankungen iibernehmen [22-25]. Erhohte IL-18- und IL-18-Gehalte
wurden in Mikrogliazellen von Rattengehirnen nach Einfluss von perinataler Hypoxie/
Ischdmie nachgewiesen und eine erhdhte Expression und verstdrkende Wirkung von IL-13
auf den neuronalen Zelltod wurde zudem bei ischdmischen und traumatischen Insulten
beschrieben [26-29]. Die Beteiligung von IL-18 an entziindlichen Prozessen des zentralen
Nervensystems wurde am Modell der Multiplen Sklerose, bei Morbus Alzheimer, an der
bakteriellen und viralen Meningitis sowie der fokalen Ischdmie untersucht und nachgewiesen
[29-34]. IL-18 wird auch fiir degenerative Prozesse der weillen Substanz verantwortlich
gemacht [35]. Bei IL-18-defizienten Mdusen kam es zu einer abgeschwichten mikroglialen
Antwort auf eine experimentelle virale Infektion [36].

Experimentelle Arbeiten haben gezeigt, dass eine Uberaktivitit von MMPs in verschiedene
Krankheitsprozesse des zentralen Nervensystems, wie Multiple Sklerose, Morbus Alzheimer,
Neuroinflammation und Schlaganfall involviert ist [37-42]. Durch Degradierung der

neurovaskuldren Matrix filhren MMPs zu Verletzungen der Blut-Hirn-Schranke [43-45] und



durch Unterbrechung der Zell-Matrix-Signalwege sowie Homeostase verstirken sie den
neuronalen und glialen Zelltod [46-48]. Es wurde gezeigt, dass die Aktivitit von MMPs nach
Schédelhirntauma [49-50] und Riickenmarksschidigungen [51-52] ansteigt, wobei MMP-9-
defiziente Miuse bei Riickenmarksschidigungen wesentlich weniger Zerstorungen der Blut-
Hirn-Schranke zeigen [53].

In verschiedenen experimentellen Studien erwies sich Erythropoietin, ein essentieller
Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir erythroide Vorlduferzellen, als neuroprotektiv [54-57],
wobei dieses Hormon auch im unreifen Gehirn neuroprotektive Eigenschaften entwickeln

kann [58-60].

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung der Regulation der proinflammatorischen
Interleukine IL-18 und IL-18 nach Hyperoxie bzw. Schéddelhirntrauma im sich entwickelnden
Gehirn von Maus und Ratte. Zudem sollte die Neuroprotektivitdt von IL-18-Bindungsprotein
und der Schutz IL-18- bzw. IRAK-4-defizienter Méuse vor Neurodegeneration in beiden

Schadigungsmodellen untersucht werden.

Desweiteren sollte die Beteiligung der Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9 an der
Trauma-induzierten Neurodegeneration und die neuroprotektive Eigenschaft des

Matrixmetalloproteinase-Inhibitors GM6001, in diesem Kontext, tiberpriift werden.

Insbesondere sollte auch gekliart werden, ob rekombinantes Erythropoietin neuroprotektive
Eigenschaften gegeniiber der Sauerstofftoxizitit im Hyperoxiemodell aufweist und welche

molekularen Mechanismen diese Protektivitit, im sich entwickelnden Gehirn, vermitteln.

2. Methodik

Die verwendeten histologischen (Methylenblau/Azur B-, DeOlmos-, terminal deoxy-
nucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL)- und Fluoro-Jade-
Farbung) und molekularbiologischen (semiquantitative reverse Transkriptions Polymerase
Kettenreaktion (RT-PCR), realtime PCR, Western Blot, Caspase-Aktivititsassays,
Zymographie und Proteinoxidationsassay) Arbeitsmethoden sind in den jeweiligen

Verdffentlichungen im Detail beschrieben.

Zur Uberpriifung Hyperoxie-induzierter Hirnschidigungen wurden Han Wistar Ratten, IRAK-
4-defiziente Miduse mit C57BL/6-Hintergrund und Wildtypmiuse eingesetzt. Es wurden
wurfiibergreifend 6 Tage alte Jungtiere randomisiert und den verschiedenen Versuchsgruppen

(n = 5-10) zugeordnet, welche, zusammen mit einem Muttertier, verschiedenen Zeitspannen (2,



6, 12, 24, 48 h) einer definierten Hyperoxie ausgesetzt wurden. Dies geschah in einem
ehemaligen Transportinkubator fiir neugeborene Kinder bei einer konstanten Temperatur von
21 °C, normobaren Druckverhiltnissen und eciner Sauerstoffkonzentration von 80%, welche
permanent mit einem Oxymeter kontrolliert wurde. Bei einer Hyperoxieexposition, die langer
als 24 h andauerte, wurden die Muttertiere gewechselt, um einem akuten Atemnotsyndrom
vorzubeugen [61]. Kontrolltiere wurden wunter gleichen Bedingungen bei einem
Sauerstoffgehalt von 21% gehalten. Alle Tiere erlebten einen normalen Tag-Nachtrhythmus
und es stand ihnen handelsiibliches Alleinfutter zur Haltung von Ratten und Midusen sowie
Wasser ad libitum zur Verfiigung. Zur Uberpriifung der Protektivitit von IL-18BP bzw. rEPO
wurde zufdllig ausgewdhlten, 6 Tage alten Tieren (n = 5-10) unmittelbar vor der
Hyperoxieexposition i.p. 40 pg rekombinantes, humanes IL-18BP bzw. 20.000 Units
rekombinantes, humanes EPO (NeoRecormon®)/kg Kérpergewicht injiziert. Die Kontrolltiere
dieser Reihen wurden ebenfalls randomisiert ausgewéhlt und erhielten i.p. 4quivalente Mengen
isotonischer Kochsalzlosung.

Zur Untersuchung des Hirntraumas bei Han Wistar Ratten, IL-18 (-/-)-M&ausen mit C57BL/6-
Hintergrund, MMP-9 (-/-)-Méusen mit C57BL/6-Hintergrund und Wildtypméusen wurde das
Gewichts-Perkussions-Modell angewendet [62]. Es wurden wurflibergreifend 7 Tage alte
Jungtiere randomisiert und den verschiedenen Versuchsgruppen (n = 5-10) zugeordnet. Die
Tiere wurden vor der Traumatisierung mit Isofluran narkotisiert. Mittels eines Skalpell-
Langsschnittes wurde die Kalotte freigelegt und in der Traumaregion sorgfiltig freigeschabt.
Nach dem Markieren des Traumapunktes 3 (Ratte) oder 2 (Maus) mm frontal der Lambdanaht
und 2 (Ratte) oder 1 (Maus) mm rechts der Sagitalnaht wurde das Tier in die Haltewanne des
stereotaktischen Geridtes eingelegt. Nun wurde der Traumazylinder heruntergedreht, bis die
bewegliche Stanzeinrichtung die Kalotte beriihrte, um dann nochmals 3 mm heruntergeschraubt
zu werden. Aus 16 (Ratte) oder 8 (Maus) cm Hohe wurde dann ein 10 g schweres Gewicht auf
die Kalotte fallengelassen, wobei anschlieBend eine Kalottenfraktur, jedoch keine Perforation
sichtbar sein sollte. Der Langsschnitt wurde nun mit Sekundenkleber versorgt und die Tiere bis
zur jeweiligen Priparation (2, 6, 12, 24, 48, 72 h und 7, 14 d nach Trauma) zum Muttertier
zuriickgesetzt. Die Kontrolltiere erhielten kein Trauma und alle Tiere erlebten einen normalen
Tag-Nachtrhythmus, und es stand ihnen handelsiibliches Alleinfutter zur Haltung von Ratten
und Miusen sowie Wasser ad libitum zur Verfiigung. Zur Uberpriifung der Protektivitit von
IL-18BP bzw. GM6001 wurde zufillig ausgewihlten, 7 Tage alten Tieren (n = 5-10) 5 min
nach dem Schédelhirntrauma i.p. 40 pg rekombinantes, humanes IL-18BP bzw. 2 h nach dem

Schadelhirntrauma i.p. 1, 10 oder 100 mg GM6001/kg Korpergewicht injiziert. Die



Kontrolltiere dieser Reihen wurden ebenfalls randomisiert ausgewidhlt und erhielten i.p.
dquivalente Mengen isotonischer Kochsalzlosung (anstatt IL-18BP) bzw. 0,1% DMSO (anstatt
GM6001).

3. Ergebnisse

3.1  Schéadelhirntrauma- und Hyperoxie-induzierte Neurodegenerationen im sich
entwickelnden Gehirn der Ratte werden durch Caspase-1 und die
proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-18 vermittelt (Felderhoff-Mueser
et al. 2005, Sifringer et al. 2007b).

Durch Schédelhirntrauma und Hyperoxie kam es im sich entwickelnden Gehirn der Ratte zu
verstirkten Neurodegenerationen im frontalen, parietalen, cinguldren und retrosplenialen
Kortex, im Thalamus, im Gyrus dentatus, im Subikulum und im Striatum. Beim

Schédelhirntrauma war die ipsilaterale Seite wesentlich stdrker betroffen und nach Hyperoxie

ist zudem die periventrikuldre weile Substanz stark von Neurodegenerationen gepragt

(Abbildung 1A-D).

Abbildung 1: Schadelhirntrauma und Hyperoxie induzieren Zelltod im unreifen Gehirn
der Ratte.

Im geschiadigten Thalamus (A) und den Lamina II und IV des retrosplenialen Kortex (B) einer
traumatisierten 8 Tage alten Ratte erscheinen 24 h nach Schidelhirntrauma an P7 vermehrt
degenerierte Zellen. Diese werden mittels DeOlmos Kupfersilberfarbung als kleine dunkle Punkte
dargestellt (70 um Schnittdicke, Originalvergroflerung x40). (C) Ein mittels TUNEL gefarbter 5 pm
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dicker Schnitt des Kortex zeigt die DNA-Fragmentierung degenerierter Zellen (braun gefarbt) einer 7
Tage alten Ratte, die zuvor 12 h einer Hyperoxie (80% O,) ausgesetzt war (Originalvergroflerung
x40). (D) Die Methylenblau/Azur B-Farbung eines 0,5 pm dicken Schnittes zeigt ein Neuron des
parietalen Kortex mit nukledrer Fragmentierung als Kennzeichen fiir Apoptose einer 7 Tage alten
Ratte, die zuvor 12 h einer Hyperoxie (80% O,) ausgesetzt war (OriginalvergrofSerung x100).

Semiquantitative PCR-Analysen und Western Blot-Untersuchungen zeigten, dass die nach
Schéadelhirntrauma bzw. Hyperoxie entstandenen Neurodegenerationen im sich entwickelnden
Gehirn der Ratte durch Caspase-1 und die von Caspase-1 aktivierten Interleukine IL-18 und
IL-18 vermittelt werden. Auf Gen- und Proteinebene konnte ein signifikanter Anstieg von
Caspase-1, IL-16 und IL-18 im Kortex, Striatum und Thalamus nach Schéadelhirntrauma bzw.
Hyperoxie nachgewiesen werden. Beim Schadelhirntrauma ergaben sich die hochsten
Expressionen fiir Caspase-1 nach 48 h auf Gen- und Proteinebene, fiir IL-18 nach 6 h
(Genebene) bzw. 24 h (Proteinebene) und fiir IL-18 nach 72 h auf Gen- und Proteinebene.
Eine Hyperoxiedauer von 12 h fiihrte zur stirksten Genexpression von Caspase-1,
wohingegen die IL-18- und IL-18-Genexpression nach 6 h Hyperoxie den hdchsten Wert
erreichte (Abbildungen 2-4).
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Abbildung 2: Nach Schéadelhirntrauma kommt es im unreifen Gehirn der Ratte zu

einem Anstieg der Caspase-1-, IL-13- und IL-18-Genexpression.
In (A) ist die relative Genexpression von Caspase-1 im Thalamus (ipsilateral zur Traumaseite) der
Ratte nach verschiedenen Zeiten nach erfolgtem Schédelhirntrauma an P7, mittels semiquantitativer
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realtime PCR, dargestellt. Der ACt-Wert ergibt sich aus der Subtraktion des Cr-Mittelwertes fiir 18S
rRNA (endogener Standard) vom jeweiligen Cr-Mittelwert fiir Caspase-1. Der AACr-Wert ist das
Resultat der Subtraktion des ACr-Wertes der Kontrollgruppe (Kon) vom ACr-Wert der einzelnen
experimentellen Gruppen (2-72 h nach Schédelhirntrauma). Die Genexpression von Caspase-1 ist fiir
alle untersuchten Zeitstufen gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhoht (n = 4 fiir jede Zeitstufe;
Mittelwert = SEM; **P<0.01, ***P<0.001; analysis of variance (ANOVA)). Die Abbildungen (B)
und (C) zeigen die signifikante Erhohung der IL-18- (B) und IL-18-Genexpression (C) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Schidelhirntrauma an P7 bezogen auf die Kontrollgruppe im Gewebe
des parictalen Kortex (ipsilateral zur Traumaseite) der Ratte. Nach erfolgter
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) der Duplex-PCR-Produkte und der densitometrischen
Auswertung der Polyacrylamidgele wurden die Dichteverhiltnisse der IL-1B- bzw. IL-18-Bande zur
jeweiligen 18S rRNA-Bande (interner Standard) gebildet und der Wert der Kontrollgruppe (Kon)
gleich 100% gesetzt (n = 4 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert + SEM; ***P<0.001, bezogen auf die
Kontrollgruppe; ANOVA).
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Abbildung 3: Nach Schéadelhirntrauma ist die Proteinexpression von aktiver Caspase-1,
IL-18 und IL-18 im Thalamus und Kortex der neonatalen Ratte signifikant erhoht.

In (A) sind reprisentative photographische Ablichtungen fiir aktive Caspase-1-, [L-153-, IL-18- und B-
Aktin-Western Blots flir den Thalamus (ipsilateral zur Traumaseite) der neonatalen Ratte zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Schédelhirntrauma an P7 gezeigt. Die jeweilige Proteinbande fiir
aktive Caspase-1, IL-1B und IL-18 erscheint bereits 6 h nach dem Trauma intensiver, wobei die
Intensitdt der B-Aktin-Proteinbande zu allen Zeitpunkten unverdndert blieb. Die densitometrischen
Auswertungen der Western Blots (B-D) zeigen die signifikante Erhohung der aktiven Caspase-1- (B),
IL-18- (C) und IL-18-Proteinexpression (D) im Thalamus (ipsilateral zur Traumaseite) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach dem Trauma bezogen auf die Kontrollgruppe (Kon). Zur Auswertung
wurde das Dichteverhéltnis des nachzuweisenden Proteins (aktive Caspase-1, IL-18 bzw. IL-18) zum
internen Standard (B3-Aktin) gebildet und der erhaltene Wert fiir die Kontrollgruppe gleich 100%
gesetzt. Fiir aktive Caspase-1 erreicht die Proteinexpression ein Maximum 48 h, fiir IL-16 24 h und fiir
IL-18 72 h nach dem Insult (n = 4 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert =+ SEM; *P<0.05, **P<0.01,
***¥P<(0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe; ANOVA).
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Abbildung 4: Hyperoxie induziert im Thalamus, Kortex und Striatum der unreifen
Ratte den Anstieg von Caspase-1 und der Caspase-1-aktivierten Zytokine IL-13 und IL-
18, sowie von IL-18-Rezeptor (IL-18R) auf Gen- und Proteinebene.

(A) Die relative Genexpression von Caspase-1 im Thalamus, Kortex und Striatum der neonatalen
Ratte steigt bereits nach 2 h Dauer der Hyperoxie (80% O,) an P6 signifikant an, um nach 12 h
Hyperoxiedauer jeweils ein Maximum zu erreichen. Nach erfolgter PAGE der Duplex-PCR-Produkte
und der densitometrischen Auswertung der Polyacrylamidgele wurde das Dichteverhiltnis der
Caspase-1-Bande zur jeweiligen 3-Aktin-Bande (interner Standard) gebildet (n = 5 fiir jede Zeitstufe;
Mittelwert £ SEM; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (0 h; Normoxie,
21% O,); ANOVA). In (B) ist eine reprisentative photographische Ablichtung eines Western Blots
mit einem spezifischen Antikdrper gegen die aktive Form von Caspase-1, fiir thalamisches Gewebe
der neonatalen Ratte, gezeigt. Nach 6 h Hyperoxiedauer an P6 ist eine intensivere Proteinbande fiir
aktive Caspase-1 sichtbar, deren Intensitdt nach 24 h Hyperoxie am stirksten erscheint. (C) Die
relative Genexpression von IL-18, IL-18 bzw. IL-18R im Thalamus der neonatalen Ratte erreicht nach
6 h Hyperoxiedauer (80% O;) an P6 einen signifikanten Maximalwert. Nach erfolgter PAGE der
Duplex-PCR-Produkte und der densitometrischen Auswertung der Polyacrylamidgele wurde das
Dichteverhéltnis der IL-18-, IL-18- bzw. IL-18R-Bande zur jeweiligen 3-Aktin-Bande gebildet (n = 5
fiir jede Zeitstufe; Mittelwert + SEM; **P<0.01, ***P<(0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (0 h);
ANOVA). (D) Reprisentative photographische Ablichtungen von Western Blots fiir IL-18, IL-18 und
IL-18R in thalamischem Gewebe der neonatalen Ratte. Nach 12 h Hyperoxiedauer an P6 ist jeweils
eine intensivere Proteinbande zu erkennen in Bezug auf die Kontrolle (0 h; Normoxie, 21% O,), deren
Intensitdt nach 24 h noch zunimmt.



3.2  Die durch Schadelhirntrauma und Hyperoxie induzierten Neurodegenerationen
im sich entwickelnden Gehirn der Ratte werden durch die Applikation von
rekombinantem IL-18BP signifikant reduziert (Felderhoff-Mueser et al. 2005,
Sifringer et al. 2007b).

Durch die i.p. Gabe von rekombinantem IL-18BP 5 Minuten nach dem Schidelhirntrauma
bzw. unmittelbar vor Beginn der Hyperoxie kam es jeweils zu einer signifikanten
Reduzierung des Gehaltes an apoptotischen Zellen in verschiedenen Hirnregionen im sich

entwickelnden Gehirn der Ratte (Abbildungen 5-6).

Trauma + Vehikel =@ Trauma + IL-18BP
C
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Trauma Trauma Trauma Trauma
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Abbildung 5: Die Gabe von rekombinantem IL-18BP schitzt vor Schadelhirntrauma-
induziertem Zelltod im unreifen Gehirn der Ratte.

In (A) und (B) sind DeOlmos Kupfersilber-gefarbte Schnitte des Thalamus 24 h nach
Schidelhirntrauma an P7 der Ratte gezeigt (Originalvergroferung x40), wobei (A) den Thalamus
eines mit Vehikel-behandelten Kontrolltieres zeigt und (B) den Thalamus eines 5 Minuten nach
Trauma mit 40 pg IL-18BP behandelten Tieres. Im Vergleich zu dem Kontrolltier ist eine starke
Reduzierung silbergefirbter degenerierter Zellen beim mit IL-18BP behandelten Tier zu erkennen. (C)
DeOlmos gefirbte degenerierte Zellen 24 h nach Schidelhirntrauma des frontalen, parietalen,
cinguldren und retrosplenialen Kortex, Nukleus caudatus, Thalamus, Gyrus dentatus und Subikulum
wurden mittels der stereologisch-optischen Dissektionsmethode [63] ausgezédhlt und jede Region
erhielt einen Score von 1000 fiir je 1000 degenerierte (silber-positive) Zellen/mm?®. Die Scores aller
Regionen ergaben addiert den kumulativen apoptotischen Gesamtscore. Dieser ist flir die ipsilaterale
Seite IL-18BP-behandelter Tiere signifikant kleiner verglichen mit Vehikel-behandelten Kontrolltieren
(n = 6 pro Gruppe; *P<0.05; Student’s t-Test).
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Abbildung 6: Die Gabe von rekombinantem IL-18BP schiutzt vor Hyperoxie-
induziertem Zelltod im unreifen Gehirn der Ratte.

In (A) und (B) sind DeOlmos Kupfersilber-gefdrbte Schnitte des parietalen Kortex nach 24 h
Hyperoxie (80% O,, Start der Hyperoxie an P6) gezeigt, wobei (A) den pariectalen Kortex eines mit
Vehikel-behandelten Kontrolltieres zeigt und (B) den parietalen Kortex eines vor Beginn der
Hyperoxie mit 40 pg IL-18BP behandelten Tieres. Im Vergleich zu dem Kontrolltier (A) ist eine
starke Reduzierung silbergefarbter degenerierter Zellen beim mit IL-18BP behandelten Tier (B) zu
erkennen (Originalvergroferung x40). (C) DeOlmos geférbte degenerierte Zellen nach 24 h Hyperoxie
des frontalen, parietalen, cinguléren und retrosplenialen Kortex, Nukleus caudatus, weiler Substanz,
Thalamus, Gyrus dentatus und Subikulum wurden mittels der stereologisch-optischen
Dissektionsmethode ausgezéhlt und jede Region erhielt einen Score von 10 fiir je 1000 degenerierte
(silber-positive) Zellen/'mm®. Die Scores aller Regionen ergaben addiert den kumulativen
apoptotischen Gesamtscore. Der apoptotische Gesamtscore 1L-18BP-behandelter Tiere ist nach 24-
stiindiger Hyperoxie signifikant kleiner verglichen mit Vehikel-behandelten Tieren der
Kontrollgruppe. Die gestrichelte Linie gibt den apoptotischen Gesamtscore Vehikel-behandelter Tiere
bei Normoxie an (n = 6 pro Gruppe; **P<0.01; Student’s t-Test).
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3.3 IL-18-defiziente Mause zeigen signifikant weniger Neurodegenerationen im
unreifen Gehirn nach Schadelhirntrauma und IRAK-4-defiziente Mause zeigen
diese Neuroprotektivitdt gegentiber der Sauerstofftoxizitat im Hyperoxiemodell
(Felderhoff-Mueser et al. 2005, Sifringer et al. 2007b).

Nach Schédelhirntrauma zeigten IL-18-defiziente Miuse einen signifikant geringeren Gehalt
an apoptotischen Neuronen im sich entwickelnden Gehirn gegeniiber IL-18 (+/+)-Mé&usen. Im
Modell der Sauerstofftoxizitdt ergab sich bei IRAK-4-defizienten Miusen ein signifikant
kleinerer apoptotischer Gesamtscore im sich entwickelnden Gehirn gegeniiber IRAK-4 (+/+)-

Maiusen (Abbildungen 7-8).
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Abbildung 7: IL-18-defiziente Mause sind weitreichend gegen Schéadelhirntrauma-
induzierte Hirnschadigungen im unreifen Gehirn geschitzt.

7 Tage alte IL-18-defiziente Méuse und IL-18-Wildtyp-Méduse (C57BL/6) wurden -einem
Schidelhirntrauma ausgesetzt und 24 h nach Schidelhirntrauma erfolgte die Quantifizierung
degenerierter Zellen in verschiedenen Hirnregionen mittels Fluoro-Jade-Féarbung. Die Wildtyp-Mause
(A) zeigten eine hohere Anzahl an degenerierten Zellen verglichen mit IL-18-defizienten Méusen (B,
OriginalvergroBerung x40). (C) Die Quantifizierung Fluoro-Jade-gefarbter degenerierter Zellen 24 h
nach Schidelhirntrauma des frontalen, parietalen, cinguldren und retrosplenialen Kortex, Nukleus
caudatus, Thalamus, Gyrus dentatus und Subikulum mittels der stereologisch-optischen
Dissektionsmethode ergab einen signifikant niedrigeren apoptotischen Gesamtscore fiir die ipsilaterale
und kontralaterale Seite IL-18-defizienter Méuse verglichen mit den Wildtyp-Méusen (n = 8 pro
Gruppe; ***P<(0.001; Student’s t-Test).
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Abbildung 8: IRAK-4-defiziente Mause sind weitreichend gegen Hyperoxie-induzierte
Hirnschadigungen im unreifen Gehirn geschuitzt.

6 Tage alte IRAK-4-defiziente Méuse und IRAK-4-Wildtyp-Méause (C57BL/6) wurden einer 24-
stiindigen Hyperoxie (80% O,) ausgesetzt und anschlieBend erfolgte die Quantifizierung mittels
Fluoro-Jade-Farbung (Originalvergroflerung x40). Die IRAK-4-defizienten Méuse (B) zeigten eine
geringere Anzahl an degenerierten Zellen verglichen mit den Wildtyp-Méausen (A). (C) Die
Quantifizierung Fluoro-Jade-gefarbter degenerierter Zellen nach 24 h Hyperoxie des frontalen,
parietalen, cinguldren und retrosplenialen Kortex, Nukleus caudatus, weiler Substanz, Thalamus,
Gyrus dentatus und Subikulum mittels der stereologisch-optischen Dissektionsmethode ergab einen
signifikant niedrigeren apoptotischen Gesamtscore fiir die IRAK-4-defizienten Méause verglichen mit
den Wildtyp-Mausen (n = 7 pro Gruppe; ***P<0.001; Student’s t-Test).

3.4  Schadelhirntrauma fuhrt zu einer erhéhten Genexpression und Aktivitat der
beiden Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9 sowie zu einer reduzierten
Expression der physiologischen Matrixmetalloproteinase-Inhibitoren TIMP-1
und -2 auf Gen- und Proteinebene im Thalamus und Kortex der neonatalen Ratte
(Sifringer et al. 2007a).

12 Stunden nach Schidelhirntrauma an P7 nimmt die Genexpression von MMP-2 und -9
signifikant im Thalamus und Kortex der neonatalen Ratte zu, um einen maximalen Wert nach
72 h (MMP-2) bzw. 24 h (MMP-9) zu erreichen. Western Blot- und zymographische
Analysen zeigten zudem einen signifikanten Anstieg der Aktivitit der beiden

Matrixmetalloproteinasen auf Proteinebene mit einer maximalen Aktivitit nach 24 h (MMP-2

12



und -9 Western Blot) bzw. 48 h (MMP-2 Zymographie). Die Expressionen von TIMP-1 und -
2 nahmen dagegen 12 h nach Schidelhirntrauma auf Gen- und Proteinebene signifikant ab

und erreichten jeweils minimale Werte 48-72 h nach Trauma (Abbildungen 9-10).

CA 500~ MMP-2 Genexpression BC 400+ MMP-9 Genexpression
R . kk
(] [2)
g _ 4 = T 8 _ 3001
° ° *kk
£ < 3001 g = -
O *’f* Q
c O < O
33 83 2 +
o & 2004 > &N
2 = 100
© i < 7 —
° 100 — °
0 0
Kon 2 12 24 72 Kon 2 12 24 72
Zeit nach Schadelhirntrauma (h) Zeit nach Schadelhirntrauma [h]
300+ Proteinexpression aktiver MMP-2 D 400+ Proteinexpression aktiver MMP-9
. T _ ;
< S 2001 £ 30
5< 2z e
> o <
ICRN > & 200-
¢ 100+ g a
82 g
8 S 100- |—| |_—;|
0 K 2 6 12 24 48 72 0
on Aol ) Kon 2 6 12 24 48 72
zeit nach Schadelhirntrauma [h] Zeit nach Schéadelhirntrauma [h]
E F -
Zeit nach Schadelhirntrauma (h) g 3007 MMP-2-Aktivitat
Kon 6 12 24 48 72 =t E=MMP-2 (pro) .
T 200] EAMMP-2 (aktiv) *
MMP-2 (pro) 2 .
MMP-2 (aktiv) ° .
5
< 100
S
0
Kon 6 12 24 48 72

Zeit nach Schadelhirntrauma (h)

Abbildung 9: Schadelhirntrauma fuihrt zu einer erhohten Genexpression und Aktivitat
der beiden Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9 im sich entwickelnden Gehirn der
Ratte.

Die dargestellten Ergebnisse der semiquantitativen realtime PCR in (A) und (B) ergeben 12 h nach
Schidelhirntrauma einer 7 Tage alten Ratte einen signifikanten Anstieg des MMP-2- (A) und MMP-9-
mRNA-Gehaltes (B) im Thalamus. 24 h nach Schidelhirntrauma erreichen die Expressionsniveaus
einen maximalen Wert. Der ACr-Wert ergibt sich aus der Subtraktion des Cr-Mittelwertes fiir 18S
rRNA (endogener Standard) vom Cr-Mittelwert fiir MMP-2 bzw. MMP-9. Der AACr-Wert ist das
Resultat der Subtraktion des ACr-Wertes der Kontrollgruppe (Kon) vom ACr-Wert der einzelnen
experimentellen Gruppen (n = 4 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert + SEM; *P<0.05, ***P<0.001;
ANOVA). In (C) und (D) ist die durch Schiadelhirntrauma induzierte Aktivitétssteigerung von MMP-2
(C) und -9 (D) auf Proteinebene im Thalamus der neonatalen Ratte dargestellt. Die densitometrischen
Auswertungen der MMP-2- und MMP-9-Western Blots zeigen die signifikante Erhdhung beider
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aktiver Matrixmetalloproteinasen im Thalamus (ipsilateral zur Traumaseite) 6 h nach dem Trauma
bezogen auf die Kontrollgruppe (Kon). Zur Auswertung wurde das Dichteverhiltnis von MMP-2 bzw.
MMP-9 zum internen Standard (B-Aktin) gebildet und der erhaltene Wert fiir die Kontrollgruppe
gleich 100% gesetzt. Die Proteinexpression erreicht fiir MMP-2 und -9 ein Maximum 24 h nach dem
Insult (n = 4 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert + SEM; *P<0.05, **P<0.01, ***P<(0.001, bezogen auf die
Kontrollgruppe (Kon); ANOVA). (E und F) Mittels Zymographie konnte die gesteigerte
proteolytische Aktivitit von MMP-2 zu verschiedenen Zeiten nach Schédelhirntrauma im Thalamus
(ipsilateral zur Traumaseite) der neonatalen Ratte nachgewiesen werden. Die reprisentative
photographische Ablichtung eines Zymographiegels (E) =zeigt deutlich, dass 12 h nach
Schidelhirntrauma die proteolytisch im Gelatine-Polyacrylamidgel entstandenen Banden fiir die
Proform und aktive Form von MMP-2 intensiver erscheinen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kon).
Die densitometrischen Auswertungen der Zymographiegele (F) zeigen die signifikante Erh6hung der
Proform und aktiven Form von MMP-2 im Thalamus (ipsilateral zur Traumaseite) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach dem Trauma an P7 bezogen auf die Kontrollgruppe. Zur Auswertung wurde die
erhaltene Bandenintensitédt fiir die Proform bzw. die aktive Form von MMP-2 der Kontrollgruppe
gleich 100% gesetzt und darauf die experimentellen Gruppen bezogen. Die maximalste MMP-2-
Aktivitdt wurde 48 h nach Schidelhirntrauma erreicht (n = 4 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert = SEM;
*#*P<0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (Kon); ANOVA).
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Abbildung 10: Schadelhirntrauma fuhrt zu einer reduzierten Expression von TIMP-1
und TIMP-2 auf Gen- und Proteinebene im Gehirn der neonatalen Ratte.

Die Abbildungen (A) und (B) zeigen die signifikante Reduzierung der Gen- (A) und Proteinexpression
(B) von TIMP-1 und -2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Schédelhirntrauma an P7 bezogen auf die
Kontrollgruppe in thalamischem Gewebe (ipsilateral zur Traumaseite) der neonatalen Ratte. Eine
signifikante Reduzierung ergibt sich 12 h nach Schéidelhirntrauma und die niedrigsten TIMP-1 und -2
Gen- und Proteinexpressionen werden 48-72 h nach dem Insult erreicht. Zur Ermittlung der
Genexpressionsdaten wurden nach erfolgter PAGE der Duplex-PCR-Produkte und der
densitometrischen Auswertung der Polyacrylamidgele die Dichteverhdltnisse der TIMP-1- bzw.
TIMP-2-Bande zur jeweiligen 18S rRNA-Bande (interner Standard) gebildet und der Wert der
Kontrollgruppe gleich 100% gesetzt. Zur Auswertung der Proteinexpressionen wurde das
Dichteverhéltnis von TIMP-1 bzw. TIMP-2 zum internen Standard (B-Aktin) gebildet und der
erhaltene Wert fiir die Kontrollgruppe gleich 100% gesetzt (n = 4 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert +
SEM; **P<0.01, ***P<0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (Kon); ANOVA).
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3.5 Die durch Schadelhirntrauma induzierten Neurodegenerationen im sich
entwickelnden Gehirn der Ratte werden durch den Metalloproteinase-Inhibitor
GMG6001 signifikant reduziert (Sifringer et al. 2007a).

Durch die ip. Applikation des Metalloproteinase-Inhibitors GM6001 2 Stunden nach
Schéadelhirntrauma kam es zu einer signifikanten Reduzierung des Gehaltes an apoptotischen

Zellen im sich entwickelnden Gehirn der Ratte (Abbildung 11A-D).
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Abbildung 11: Die Gabe des Metalloproteinase-Inhibitors GMG6001 schitzt vor
Schadelhirntrauma-induziertem Zelltod im unreifen Gehirn der Ratte.

Die Abbildungen (A-C) =zeigen Fluoro-Jade-gefirbte Schnitte des Thalamus 24 h nach
Schidelhirntrauma an P7 der Ratte, wobei (A) den Thalamus eines mit Vehikel-behandelten Tieres
zeigt, (B) den Thalamus eines 2 h nach Trauma mit 10 mg GM6001/kg Korpergewicht behandelten
Tieres und (C) den Thalamus eines 2 h nach Trauma mit 100 mg GM6001/kg Kdorpergewicht
behandelten Tieres. Im Vergleich zu dem Vehikel-behandelten Tier (A) ist eine starke Reduzierung
Fluoro-Jade-geférbter degenerierter Zellen bei den mit GM6001 behandelten Tieren (B und C) zu
erkennen. (D) Die Quantifizierung Fluoro-Jade-geférbter degenerierter Zellen 24 h nach
Schédelhirntrauma an P7 des frontalen, parietalen, cinguldren und retrosplenialen Kortex, Nukleus
caudatus, Thalamus und Gyrus dentatus mittels der stereologisch-optischen Dissektionsmethode ergab
einen signifikant niedrigeren kumulativen apoptotischen Gesamtscore fiir die drei eingesetzten
Konzentrationen an GM6001 bezogen auf die Vehikel-behandelte Gruppe (Veh), wobei 100 mg
GM6001/kg Korpergewicht am protektivsten waren. Die gestrichelte Linie gibt den apoptotischen
Gesamtscore Vehikel-behandelter 8 Tage alter Tiere an, die keinem Schidelhirntrauma ausgesetzt
waren (n = 4-6; Mittelwert + SEM; **P<0.01, ***P<(0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (Kon);
ANOVA).

15



3.6  Die durch Hyperoxie induzierten Neurodegenerationen im Gehirn der infantilen
Ratte werden durch die Applikation von rekombinantem EPO signifikant
reduziert (Kaindl et al. 2008).

Durch die i.p. Gabe von rEPO vor Beginn einer 24-stiindigen Hyperoxie kam es zu einer
signifikanten Reduzierung des Gehaltes an degenerierten Zellen in verschiedenen

Hirnregionen im sich entwickelnden Gehirn der Ratte (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Die Gabe von rEPO reduziert den Hyperoxie-induzierten Zelltod im

unreifen Gehirn der Ratte.

Die Quantifizierung DeOlmos Kupfersilber-gefarbter degenerierter Zellen nach 24 h Hyperoxiedauer
(80% O,, Beginn an P6) des frontalen, parietalen, cinguldren und retrosplenialen Kortex, Nukleus
caudatus, Nukleus accumbens, Korpus callosum mit angrenzender weiller Substanz, Thalamus, Gyrus
dentatus und Hypothalamus mittels der stereologisch-optischen Dissektionsmethode ergab einen
signifikant niedrigeren kumulativen apoptotischen Gesamtscore flir die beiden eingesetzten
Konzentrationen an rEPO bezogen auf die Kontrollgruppe (0 U) im Gehirn der neonatalen Ratte,
wobei 20.000 U rEPO/kg Korpergewicht am protektivsten waren (n = 7-12; Mittelwert £ SEM;
*P<0.05, ***P<0.001; ANOVA).

3.7  Rekombinantes EPO reduziert den Hyperoxie-induzierten Aktivitatsanstieg von
Caspase-2, -3 und -8 signifikant im Gehirn der neonatalen Ratte (Kaindl et al.
2008).

Mittels Caspase-Aktivitdtsassays und Western Blot-Analysen wurden Hyperoxie-induzierte
Aktivitatssteigerungen von Caspase-2, -3 und -8 im Gehirn der neonatalen Ratte
nachgewiesen. Diese waren signifikant fiir eine Hyperoxiedauer von 6-48 h. Durch die i.p.
Applikation von 20.000 U rEPO/kg Kdrpergewicht vor Beginn der Hyperoxie kam es zu einer
signifikanten Reduzierung der Hyperoxie-induzierten gesteigerten Aktivitdten von Caspase-2,

-3 und -8 nach einer Hyperoxiedauer von 6-48 h (Abbildung 13A-D).
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Abbildung 13: Die Gabe von rEPO reduziert Hyperoxie-induzierte Aktivitats-
steigerungen von Caspase-2, -3 und -8 im Gehirn der neonatalen Ratte.

Die dargestellten Ergebnisse der Western Blot-Analysen (A und B) und Caspase-Aktivititsassays (C
und D) zeigen einen signifikanten Anstieg der Proteinexpressionen aktiver Caspase-2 (A) und -3 (B)
nach einer Hyperoxiedauer (Beginn an P6) von 12-48 h und eine Zunahme der Aktivitdt von Caspase-
2 (C) und -8 (D) nach 6- bzw. 12-48 h Hyperoxiedauer, jeweils bezogen auf die Kontrollgruppe (0 h),
im Gesamthirnextrakt der neonatalen Ratte. Die i.p. Applikation von 20.000 U rEPO/kg
Korpergewicht vor Beginn der Hyperoxie an P6 fiihrt zu einer signifikanten Reduzierung der
Hyperoxie-induzierten gesteigerten Proteinexpression aktiver Caspase-2 und -3 und zu einer
signifikanten Reduzierung der durch Hyperoxie erhohten Aktivitit von Caspase-2 und -8 bei allen
Zeitstufen im Gesamthirnextrakt der neonatalen Ratte. Zur Auswertung der Western Blots wurde das
Dichteverhéltnis des nachzuweisenden Proteins (aktive Caspase-2 bzw. -3) zum internen Standard B-
Aktin gebildet und der erhaltene Wert fiir die Kontrollgruppe gleich 100% gesetzt (n = 6 fiir jede
Zeitstufe; Mittelwert £ SEM; **¥P<0.01, ***P<0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (0 h); “P<0.05,
#P<0.01, "P<0.001, Hyperoxie + rEPO bezogen auf Hyperoxie; ANOVA). Zur Ermittlung der
Caspase-2- und -8-Aktivititen wurden die erhaltenen Caspaseaktivititen der Kontrollgruppe gleich
100% gesetzt (n = 3-4 fir jede Zeitstufe; Mittelwert + SEM; ***P<0.001, bezogen auf die
Kontrollgruppe (0 h); “P<0.01, **P<0.001, Hyperoxie + rEPO bezogen auf Hyperoxie; ANOVA).
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3.8

Der durch Hyperoxie verminderte Gehalt am neurotrophen Faktor BDNF und

der aktiven, phosphorylierten Formen von Akt (pAkt) und extracellular signal-
regulated kinases ERK1/2 (pERK1/2) im sich entwickelnden Gehirn der Ratte
wird durch rekombinantes EPO signifikant erhoht (Kaindl et al. 2008).

Semiquantitative PCR- und Western Blot-Analysen zeigten, dass durch Hyperoxieeinwirkung

die Gen- und Proteinexpression des neurotrophen Faktors BDNF im Gehirn der neonatalen

Ratte signifikant nach 2 bzw. 12 h reduziert wird. Zudem werden die phosphorylierten

Formen der Proteinkinasen Akt und ERK1/2 nach 6 bzw. 12 h Hyperoxiedauer signifikant

herabreguliert. Nach 48 h Hyperoxie erreichten die Gen- und Proteinexpression von BDNF,

sowie die Expressionen von pAkt und pERK1/2 jeweils den minimalsten Wert. Durch die 1.p.

Applikation von 20.000 U rEPO/kg Kdorpergewicht vor Beginn der Hyperoxie kam es zu einer

signifikanten Erhohung, der durch Hyperoxie reduzierten Gen- bzw. Proteinexpression von

BDNF, pAkt und pERK1/2 im neonatalen Gehirn der Ratte (Abbildung 14A-D).
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Abbildung 14: Die Gabe von rEPO fuhrt zu einer signifikanten Erhéhung der durch
Hyperoxie verringerten Gen- bzw. Proteinexpression von BDNF, pAkt und pERK1/2 im
Gehirn der neonatalen Ratte.
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Die dargestellten Ergebnisse der semiquantitativen realtime PCR (A) und der Western Blot-Analysen
(B-D) zeigen eine signifikante Abnahme der BDNF Gen- (A) und Proteinexpression (B) sowie der
Expression von pAkt (C) und pERK1/2 (D) nach einer Hyperoxiedauer von 2-, 6- bzw. 12-48 h,
jeweils bezogen auf die Kontrollgruppe (0 h), im Gesamthirnextrakt der neonatalen Ratte. Die i.p.
Applikation von 20.000 U rEPO/kg Korpergewicht vor Beginn der Hyperoxie an P6 fiihrt zu einer
signifikanten Erhohung der Hyperoxie-induzierten verringerten Gen- bzw. Proteinexpression von
BDNF, pAkt und pERKI1/2 nach 6-, 12- bzw. 24-48 h Hyperoxiedauer im Gesamthirnextrakt der
neonatalen Ratte. Der ACr-Wert ergibt sich aus der Subtraktion des Cr-Mittelwertes fiir 18S rRNA
vom jeweiligen Cr-Mittelwert fiir BDNF. Der AACt-Wert ist das Resultat der Subtraktion des ACt-
Wertes der Kontrollgruppe (0 h) vom ACr-Wert der einzelnen experimentellen Gruppen. Zur
Auswertung der Western Blots wurde das Dichteverhéltnis des nachzuweisenden Proteins (BDNF,
pAkt bzw. pERK1/2) zum internen Standard B-Aktin gebildet und der erhaltene Wert fiir die
Kontrollgruppe (0 h) gleich 100% gesetzt (n = 5-6 fiir jede Zeitstufe; Mittelwert + SEM; *P<0.05,
#*¥P<().01, ***P<0.001, bezogen auf die Kontrollgruppe (0 h); #P<0.01, **P<0.001, Hyperoxie +
rEPO bezogen auf Hyperoxie; Student’s t-Test).

3.9 Rekombinantes EPO reduziert den Hyperoxie-induzierten oxidativen Stress im
sich entwickelnden Gehirn der Maus (Kaindl et al. 2008).

Mittels eines Proteinoxidationsassays wurde der erhdhte oxidative Stress nach 24 h Hyperoxie
im Gesamthirnlysat der neonatalen Maus nachgewiesen. Wurden vor Beginn der Hyperoxie
an P6 i.p. 20.000 U rEPO/kg Korpergewicht verabreicht, so reduzierte sich der Hyperoxie-
induzierte oxidative Stress (Abbildung 15).

Normoxie Hyperoxie Hyperoxie
+rEPO +NaCl.

Abbildung 15: Hyperoxie-induzierter oxidativer Stress wird durch rEPO im neonatalen
Gehirn der Maus reduziert.

Die Abbildung zeigt eine reprasentative photographische Ablichtung eines Western Blots mit einem
gegen Carbonylgruppen gerichteten Antikorper fiir das Gesamthirnlysat der neonatalen Maus. Nach 24
h Hyperoxiedauer (80% O,) an P6 sind wesentlich mehr dunkle Banden (Carbonylgruppen) als
Zeichen von oxidativem Stress gegeniiber dem Kontrolltier in Normoxie zu erkennen. Die i.p.
Applikation von 20.000 U rEPO/kg Korpergewicht vor Beginn der Hyperoxie an P6 fiihrt zu einer
starken Reduzierung der Bandenvielzahl und -intensitit als Zeichen der Abnahme des oxidativen
Stresses.
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4.  Diskussion

Schiadelhirntrauma und Hyperoxie fithren zu apoptotischen Neurodegenerationen in
verschiedenen Hirnregionen des unreifen Gehirns der Ratte [7, 9, 64]. Die Ergebnisse der
vorliegenden Publikationen zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen der
Schidelhirntrauma- und Hyperoxie-induzierten apoptotischen Neurodegeneration und der
verstirkten Expression von Caspase-1 und der von Caspase-1 aktivierten Zytokine IL-18 und
IL-18, nach Schidelhirntrauma bzw. Hyperoxie, auf Gen- und Proteinebene im sich
entwickelnden Gehirn von Maus und Ratte. Dies bestdtigen die vollzogenen Experimente mit
IL-18- (im Schédelhirntraumamodell) und IRAK-4-defizienten (im Hyperoxiemodell)
Maiusen, da die Unterbrechung der IL-1B8- bzw. IL-18-Signalkaskade zur Protektivitit, vor
Neurodegenerationen durch Schédelhirntrauma bzw. Sauerstofftoxizitdt, fiihrte. Diese
Ergebnisse sind konform mit denen anderer Arbeitsgruppen, die eine verstirkte Caspase-1-
Expression bei Hirnschddigungen im sich entwickelnden Gehirn nach Hypoxie/Ischdmie
nachweisen konnten [26] und eine Resistenz von Caspase-1-defizienten Madusen gegen diese
Schadigungen [65] bzw. die protektive Wirkung von Caspase-1-Inhibitoren [66-67]. Die
Funktion von IL-1B als Mediator der schnellen Immunantwort auf exogene Stimuli wurde
bereits in Modellen der neonatalen Hypoxie/Ischdmie und fetaler Inflammation nachgewiesen
[22, 68] sowie die protektive Wirkung des Interleukin-Rezeptor-Antagonisten IL-1RA [69-
70]. Im Gegensatz zu verbreiteten IL-1B-Studien [28, 29, 71], sind die biologischen Einfliisse
von IL-18 bisher kaum untersucht worden und die erhaltenen Resultate zudem kontrovers, so
dass im Schlaganfallmodell der Maus kein Einfluss von IL-18 nachgewiesen werden konnte
[72]. Andere Studien zeigten hingegen eine IL-18-vermittelte neuronale Schadigung mit
erhohten IL-18-Gehalten im adulten Gehirn nach Hirntrauma [32], Ischdmie [31] bzw.
neonataler Hypoxie/Ischdmie [26]. Die Ergebnisse der vorliegenden Publikationen bestitigen
diese Studien und présentieren IL-18 als wichtigen Kandidaten in der Pathophysiologie von
Schidelhirntrauma und Hyperoxie im sich entwickelnden Gehirn von Maus und Ratte, wobei
IL-18 in beiden experimentellen Modellen sehr frith im Thalamus und Kortex hochreguliert
wird. Die Bedeutung von IL-18 konnte neben der eigenen Wirkung und Induktion
inflammatorischer und apoptotischer Prozesse auch in einer verstirkenden Wirkung auf die
IL-1B-Expression bestehen [73]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten konnen dies nicht
ausreichend belegen, da sowohl die alleinige Inhibierung der IL-18-Wirkung mit IL-18BP im
Schidelhirntrauma- bzw. im Hyperoxiemodell und die Verwendung IL-18-defizienter Méuse
beim Schédelhirntrauma zu einer signifikanten Minderung des neuronalen Zellschadens im

neonatalen Gehirn fiihrten, wie auch die Unterbrechung der gemeinsamen Signalkaskade von
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IL-1p und IL-18 durch den Einsatz IRAK-4-defizienter Maéause im Modell der
Sauerstofftoxizitdt. Unsere Arbeiten zeigen ein neuroprotektives Potential flir rekombinantes
IL-18BP im unreifen Gehirn und bestéitigen damit den Effekt im adulten Traumamodell [32],
so dass IL-18 als =zukiinftiges therapeutisches Zielmolekiil zur Behandlung neuro-
inflammatorischer Schiaden nach Schéidelhirntrauma bzw. Hyperoxie im sich entwickelnden
Gehirn dienen kann, wobei die molekularen Wirkmechanismen von IL-18 noch genauer
untersucht werden miissen, da bisher nur die Aktivierung von c-jun terminal kinase (JNK)
und p38 durch IL-18 und IL-18 nachgewiesen wurden [74-75]. Ein therapeutischer Einsatz
von IL-18BP wurde bisher bei der rheumatischen Arthritis erprobt [76]. Desweiteren konnte
IL-18 als diagnostischer Parameter dienen, welcher ein Indikator fiir den Schweregrad einer
Erkrankung sein kann. Bei lakundren Hirninfarkten und beim akuten Koronarsyndrom zeigte
sich jeweils eine Korrelation der IL-18-Konzentration mit dem Schweregrad der
Gewebsschadigung [77-78].

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dass die durch Schidelhirntrauma induzierten
Neurodegenerationen im neonatalen Nagerhirn mit einer erhdhten Expression und Aktivitét
der beiden Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9 und einer reduzierten Expression auf
Gen- und Proteinebene der physiologischen Metalloproteinase-Inhibitoren TIMP-1 und -2
einhergehen. Die erzielten Resultate sind konform mit experimentellen Traumastudien an
adulten Nagern [49]. Der starke Einfluss von MMP-2 konnte hierbei jedoch nicht
nachgewiesen werden, so dass von einer entwicklungsbedingten Expression der
verschiedenen MMPs ausgegangen werden kann. Untersuchungen zur zerebralen Ischidmie
und Pathophysiologie nach Schlaganfall zeigen dagegen ebenfalls stark erhohte MMP-2-
Aktivititen nach der Schidigung [79-82]. Uber welche genauen Mechanismen MMP-2 und
MMP-9 zur Degradation von Matrixproteinen wie Kollagen, Fibronektin und Laminin fiihren,
miissen weiterfiilhrende Arbeiten zeigen. Zwar kommt es durch diese Degradationen zu
Verletzungen der Blut-Hirn-Schranke [43-45] und durch Unterbrechung der Zell-Matrix-
Signalwege sowie Homeostase zu verstirktem neuronalen und glialen Zelltod [46-48], aber
prizise Mechanismen der MMP-Wirkung sind noch unbekannt. Die in der vorliegenden
Arbeit festgestellten verdnderten Expressionen und Aktivititen von MMP-2 und -9 sind
pathogen, da die 1ip. Applikation des MMP-Inhibitors GM6001 2 Stunden nach
Schiadelhirntrauma zu einer signifikanten dosisabhingigen Neuroprotektion im sich
entwickelnden Gehirn fiihrte. Das therapeutische Zeitfenster von GM6001 ist fiir die klinische
Anwendung sehr interessant, da eine Vorbehandlung bzw. eine umgehende Behandlung nach

dem traumatischen Insult in der Regel nicht mdglich ist. In zukiinftigen Arbeiten sollten
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zusdtzlich andere MMPs untersucht werden, da es dhnlich zu den Caspasen eine MMP-
Signalkaskade zu geben scheint, wobei MMP-9 ein terminales Molekiil dieser Kaskade
darstellt, wie die Effektor-Caspase-3 im Signalweg der Caspasen [83].

Die vorliegenden Studien stellen eindeutig dar, dass rEPO im sich entwickelnden Gehirn eine
neuroprotektive ~ Funktion  gegeniiber der  Hyperoxie-induzierten  apoptotischen
Neurodegeneration iibernimmt. Zudem erlauben die durchgefiihrten Experimente
Riickschliisse auf potentielle molekulare Wirkmechanismen von rEPO. Die signifikante
Abnahme des Zelltodes nach i.p. Applikation von 10.000 oder 20.000 U rEPO/kg
Korpergewicht unmittelbar vor Beginn der Hyperoxie ermdglicht die Gabe von rEPO als
praventives Neuroprotektivum in der neonatalen Medizin. Diese neuroprotektiven Effekte von
rEPO werden durch die Daten experimenteller Studien in Modellen der Hypoxie/Ischimie,
Exzitotoxizitét, neonatalem Schlaganfall, Riickenmarksschddigungen, traumatischen Insulten
und Epilepsie bestétigt [58, 84-90], wobei diese Effekte in adulten Tiermodellen bisher
intensiver untersucht wurden, so dass die genauen molekularen Hintergriinde der
Wirkungsweise von rEPO im unreifen Gehirn noch nicht aufgekldrt sind. Potentielle
Wirkmechanismen von rEPO sind die Induzierung antiapoptotischer Signalwege [91-93]
sowie die Abnahme der Inflammation [93] und Exzitotoxizitit [94-95] nach rEPO-
Behandlung.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die durch rEPO erzielte Abnahme des
Hyperoxie-induzierten Zelltodes im unreifen Gehirn assoziiert ist mit einer signifikanten
Abnahme der Aktivitdt der Initiator-Caspasen-2 und -8 sowie der Effektor-Caspase-3. Das
verschiedene Mitglieder der Caspase-Familie von rEPO in ihrer Aktivitdt reduziert werden,
zeigen mehrere Publikationen [86, 96-100], so dass diese Eigenschaft eine wichtige Funktion
der Protektivitidt von rEPO gegeniiber dem Zelltod darstellt.

Oxidativer Stress reprisentiert einen Mechanismus der zum Zelltod durch apoptotische
Zellschiadigungen und neuronale oder vaskuldre Degenerationen fiihrt [101-102]. Durch die
Zunahme des Gehaltes an Proteincarbonylierungen wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
dass Hyperoxie oxidativen Stress im unreifen Gehirn induziert, der durch die Behandlung mit
rEPO reduziert wird. Die protektive Wirkung von rEPO im Zusammenhang mit oxidativem
Stress wird auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, wobei rEPO zu einem Anstieg an
antioxidativen Enzymen in Neuronen fiihrt [103] und zur Reduzierung angestiegener
Lipidperoxidationsspiegel in den Hirnschiddigungsmodellen der Ischdmie/Reperfusion und
Hypoxie/Ischdmie [104-105]. Desweiteren erhoht rEPO die Glutathionperoxidase-Aktivitat
[104] und stimuliert die Produktion der Glutathionperoxidase in Astrozytenkulturen [106].
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Durch rEPO sind zudem Mikrogliazellen vor Zelltod geschiitzt, der durch oxidativen Stress
verursacht wurde [107]. Diese Eigenschaften sind relevant fiir eine therapeutische Pravention
von Hyperoxie-induzierten Schiadigungen im sich entwickelnden Gehirn, da in diesem die
antioxidativen Systeme noch nicht voll ausgereift sind.

Die Reduzierung des Gehaltes an neurotrophen Faktoren, die auch in der vorliegenden Arbeit
nach Hyperoxie nachgewiesen wurde, fithrt zu neuronalem Zelltod [108]. Die Applikation
von rEPO fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung des Gehaltes an BDNF und der aktiven
Formen der beiden Proteinkinasen ERK1/2 und Akt (Proteinkinase B). Diese beiden
Proteinkinasen iibernehmen jeweils eine wichtige Funktion bei der rEPO-vermittelten
Protektivitdt vor zelluldren Schiadigungen [109]. ERK1/2 als mitogen-aktivierte Proteinkinase
wird durch rEPO aktiviert und die aktivierte, phosphorylierte Form fiihrt zur Zytoprotektion
[110-111]. Die Phosphorylierung von Akt in Assoziation mit der Gabe von rEPO schiitzt vor
genomischer DNA-Degradation [100] und die Hochregulierung der Akt-Aktivitdt fiihrt in
verschiedenen Schiddigungsmodellen zur protektiven Wirkung [100, 112-114], wobei diese
zur Regulation von Transkriptionsfaktoren fithren kann [112], die Ausschiittung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien verhindert [100] oder Caspase-Aktivitdten blockiert [99-
100], so dass Akt ein zentrales Molekiil der rEPO-vermittelten Protektivitit ist.

5.  Abschlussbetrachtung

Zusammenfassend erlaubt die vorliegende Arbeit die Aussage, dass durch Schiadelhirntrauma
bzw. Hyperoxie induzierte Neurodegenerationen im sich entwickelnden Gehirn von Maus und
Ratte durch die i.p. Applikation von IL-18BP, GM6001 oder rEPO stark reduziert werden. Es
ist nun an der Zeit, iiber klinische Studien festzustellen, ob diese neuroprotektiven
Eigenschaften sich beim Menschen bestitigen und welche Nebenwirkungen jeweils auftreten.
IL-18BP wird zurzeit in klinischen Phase I- und II-Studien bei rheumatischer Arthritis und
schwerer Psoriasis eingesetzt [115]. Obwohl EPO nicht von allen Patienten toleriert wird, wie
Betroffenen von kongestiver Herzinsuffizienz und Bluthochdruck, wird EPO momentan in
den USA in vielen klinischen Studien eingesetzt [84]. Parallel sollte weiterhin an
synthetischen EPO-Derivaten mit protektiven Eigenschaften gearbeitet werden. Langfristig
sollte es daher moglich sein, das unreife humane Gehirn nach Schiadelhirntrauma durch die
posttraumatische Applikation eines geeigneten Neuroprotektivums vor erhohtem Zelltod zu
schiitzen. In der neonatalen Medizin sollte zukiinftig neben der priaventiven Gabe
neuroprotektiver Substanzen, wie z.B. rEPO, vor allem der Einsatz von Sauerstoff als

Therapeutikum sehr sorgfaltig iiberdacht werden.
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