UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Klinik und Poliklinik fir Neurologie

Direktor: Prof. Dr. med. Christian Gerloff

Reaktionsmuster muriner Mikroglia auf
Ischamischen und metabolisch-toxischen

Stress

Ein in vitro Modell zum experimentellen Schlaganfall

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitadt Hamburg.
vorgelegt von:
Lena Charlotte Hoffmann

aus Berlin

Hamburg 2012



Angenommen von der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg am:
23.05.2013

Vero6ffentlicht mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prufungsausschuss, der/die Vorsitzende:

PD Dr. med. T. Magnus

Prifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in:
PD Dr. med. K.Sydow

Prufungsausschuss, dritte/r Gutachter/in:

Dr. med. M.Friese



Inhaltsverzeichnis

ZIEI I ATDEIL ... 7
R | ] [T (8] o PRSPPI 8
1.1 Derischamische Schlaganfall ... 8
1.2 DIE PENUMDIA. ...ttt 9
1.3 Die Postischamische Inflammation..............ccccooiii 10
I V11 o o | L= R 12
1.4.1 Ursprung und Entwicklung von Mikroglia.............ccceevvveviiiiiiineeeeeeeeeiens 12
1.4.2  MiKroglid iN VIVO ....coouueiiiiie ettt e e e e eeeenees 14
1.4.3 Mikroglia im ischamischen Schlaganfall.................cccciiiiiii e, 15
1.4.4 Mikroglia — neurodestruktiv und neuroprotektiv...........cccccceeeeeeeeeeeveeennnns 17
1.45  MiKroglia in VITFO ....cceueeieiie ettt e e e e eeeeeees 18

1.5 Lokale, metabolische Verdnderungen nach zerebraler Ischémie................ 19
1.5.2 Auswirkungen auf den pH-Wert ... 21
1.5.1 Auswirkung auf die extrazellulare K+-Konzentration..................ccccceuee. 22
1.5.3 Auswirkung auf die extrazellulare Glutamat-Konzentration................... 22

2 Material Und MethOUEN ... 24
2.1 MALEMIAL ..o 24
2. 1.1 GBIALE ...t 24
2.1.2  Verbrauchsmaterial............ccccciiiiiiiiiiiiiiee e 26

2. 1.3 PUREI e 28
N O S AN 1110 = S 30

2.1.5

Priméarkulturen aus C57/BI6 MAuSEeN Pl .........coooiiiieieeeeee e 30



A Y, =Y { g 10 1o =] o N 31

2.2.1  Mikroglia-Astrozyten-MiSChKUltUren ..., 31
2.2.2 Isolation von Mikroglia aus Mikroglia-Astrozyten-Mischkulturen............ 32
2.2.3  IMMUNZYLOCNEMIE .. ..o 33
2.2.4 Stimulierung mit Lipopolysaccharid (LPS)........ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiin. 34
2.2.5 Kombinierter Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD) ........cooeevieiiiiiiiiiinnnnnnn. 34
2.2.6  NO-ASSAY. .. ittt ettt e e aeeaaans 36
2.2.7  MT T -ASSAY ... ittt e e e ettt e e e e et e e e e et e e e e era e e e eeeaans 37
2.2.8  TINF-O-ELISA .. oo 38
2.2.9  SHALISHK ..eeviiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 39

3 EIQEDNISSE ... e 40
3.1 Entwicklung von Mikroglia-Astrozyten-Mischkulturen...............cccccovvvvinnnnnn.. 40
3.2 Mikrogliakulturen nach Isolation durch Abschitteln............ccccoooeeviiiiiiiinnnn. 42
3.3 Immunzytochemische Farbung von isolierten Mikrogliakulturen ................. 43
3.4 Mikrogliaaktivierung nach 3 Stunden Stimulation mit LPS........................... 45
3.5 Einfluss von pH-Wert und OGD auf die Vitalitat von Mikrogliakulturen........ 46
3.6  Aktivierung von Mikrogliakulturen gemessen an NO und TNF-a................. 49
3.7 OGD-spezifische Effekte in NO-Produktion nach einer Stunde................... 52
3.8 0OGD-spezifische Effekte in TNF-a-Produktion nach drei Stunden.............. 53
3.9 Aktivierung von Mikrogliakulturen durch Serumentzug..............ccccceeeeevennnnn. 55
4 DISKUSSION ...t eiiett ettt ettt e e e e e e e e e e 58
4.1 Modell und Methoden zum Schlaganfall in Vitro .............cccceeiiiiiiiiiiiiinnn. 58
4.1.1 Das in vitro Modell zum isch&mischen Schlaganfall.............................. 58
4.1.2 Effekte von LPS im in vitro Schlaganfallmodell.................cccciiiiiinnnn. 59

4.1.3 Methoden und Prozeduren zur Isolierung von Mikrogliakulturen .......... 60



5

4.2 Mikrogliale Aktivierung durch OGD...........couvviiiiii e 62

4.2.1 Alleinige OGD ist kein ausreichender Aktivator fur Mikroglia................. 62
4.2.2 Vergleich von LPS und OGD als Aktivatoren von Mikroglia.................. 63
4.3 Mikrogliale Aktivierung durch AzidoSe.............coeiiiiiiiiiiiii e, 64

4.3.1 Azidose vermindert die Aktivierbarkeit von Mikroglia bei gleichzeitiger

Y10 410]F= 11T ] o [PPSR 65

4.3.2 Azidose (pH 6,5) wirkt protektiv bezlglich der Vitalitat stimulierter
Yoo | 66

4.4  Mikrogliale Aktivierung durch OGD und Kalium.............cccceeeeiiiieriiieiiiin. 67

441 Periischamisches Kalium bewirkt eine vermehrte NO-Produktion nach
einer Stunde und eine vermehrte Produktion von TNF-a nach drei
1 (0] 07 (<] o IR 67

4.4.2 Erhohtes NO durch Aktivierung der Ca**-abhangigen NADPH-Oxidase67
4.5 Mikrogliale Aktivierung durch OGD und Glutamat............cccoeeeeeveviveiiiinnnnnnn. 68

45.1 Erhohtes Glutamat bewirkt die vermehrte mikrogliale Produktion von

45.2 Die isolierte Stimulation mit Glutamat induziert die mikrogliale NO-
SYNINESE ... e 69

4.6 Mikrogliale Aktivierung durch Serumentzug ...........cooovviiiiiiiinnieeiiieiin, 70

4.6.1 Verminderte Proteinsynthese nach Serumentzug und OGD bzw. LPS-

Y11 U1 1= 1 o USSR 70
4.6.2 Serumentzug bewirkt zeitabhangig den Zelltod von Mikroglia .............. 71
4.7 Ubertragung auf ischamischen Schlaganfall .............ccccoeeveiveeiieeeceeceeeenee. 73

4.7.2 Die NO-Produktion aktivierter Mikroglia hat neuroprotektive und
neurodegenerative EffeKte ... 73

4.7.3 mikroglialer = TNF-a als Mediator  einer  postischamischen
ENtzUNduNgSIreaktion .........cooo oo 75

ZUSAMMENTASSUNG ....eeeeeiiiiiee e e e e e ettt s e e e e e e e et a e e e e e e e e eee e e e e e e e e e e eeeenanaeeas 77



Anhang 1: Genehmigung Antrag Nr. 26/07 .........ccooiiiiiiiiiiiii e 80

Anhang 2: Teilnahmebescheinigung ............uuiiiii i 82
Alphabetisches AbkUrzungsverzeichnis...............uuuiiiiiiiiiii e 83
ADDIIdUNGSVEIZEICNNIS ... 85
LiteraturverzeIiCRNIS ..........oveiiiiiiiiiiiiiii ettt 87
D= 1] NEST= T [0 Lo TSP 95
LEDENSIAUS ...ttt 96

Eidesstattliche VErsiCheruNg .........oovuuuiiiii e 98



Ziel der Arbeit

Obwohl dem Immunsystem beim ischamischen Schlaganfall mittlerweile eine
maf3gebliche Rolle zuerkannt wird, ist relativ wenig Uber die Interaktion der einzelnen
Komponenten bekannt. Beteiligt sind sowohl in das Gehirn einwandernde
Immunzellen (Lymphozyten, neutrophile Granulozyten etc.) als auch Mikroglia als
ortstdndige Immunzellen. Die Entwicklung therapeutischer Strategien zur
Beeinflussung dieser Immunantwort mit dem Ziel einer Reduktion der sekundaren
Hirnschadigung nach einem ischamischen Schlaganfall setzt ein besseres
Verstandnis der Reaktionsmuster der beteiligten Komponenten voraus. Eine
Immunmodulation wirde im Vergleich zur bisher einzig zugelassenen Therapie — der
Thrombolyse — theoretische Vorteile bieten, da mit einem maoglichen Zeitfenster der
Intervention zwischen mehreren Stunden bis mehreren Tagen nach der Ischamie
gerechnet werden kann (siehe Abbildung 1).

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich speziell auf die Rolle von Mikroglia, die an
der Regulation der Immunantwort im Rahmen der postischamischen
Gewebsschadigung mafgeblich beteiligt sind. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung
eines in vitro Modells zur Untersuchung des inflammatorischen Reaktionsmusters
von murinen Mikroglia, ausgeldst durch den kombinierten Entzug von Sauerstoff und
Glukose (OGD) unter Simulation pathologischer, metabolischer Veradnderungen

(Azidose, Hyperkaliamie und hoher Glutamatkonzentration).



1 Einleitung

1.1  Der ischamische Schlaganfall

Der ischamische Schlaganfall ist die dritthaufigste Todesursache in den
Industrielandern und bedingt aul3erdem haufig Langzeitmorbiditat, Behinderung und
Erwerbslosigkeit (European Stroke Organisation 2011). Der Schlaganfall stellt
dadurch einen erheblichen Kostenfaktor im Gesundheitssystem dar, wobei in den
nachsten Jahren und Jahrzehnten mit einer weiteren Steigerung der Kosten
gerechnet wird, vor allem im Bereich der Rehabilitation und post-akuten Betreuung.
Aufgrund der demographischen Strukturentwicklung der Bevdlkerung in den
Industrielandern ist der Schlaganfall aktuell Thema intensiver Forschung und wird
auch in Zukunft von grof3em gesellschaftlichem, wissenschaftlichem und klinischem
Interesse sein (Kolominsky-Rabas et al. 2006).

Storungen in der lokalen Perfusion des Gehirns flhren zu einer temporéren
Minderversorgung der betroffenen Areale mit Sauerstoff und Glukose. Im
ischamischen Gewebe bewirkt das eine Reihe von Reaktionen, die primar und
sekundar den Zelltod von Neuronen und Gliazellen verursachen. Die Reperfusion
nach zerebraler Minderdurchblutung kann intensive entziindliche Vorgange initiieren
und unterhalten (Carden und Granger 2000), die durch sekundare Stérungen der
zerebralen Mikrozirkulation Uber oxidativen und nitritiven Stress und Uber die
Infiltration von Entzindungszellen in das Infarktareal zu einer weiteren Schadigung
des subletal geschadigten Hirngewebes fihren. Man spricht von einer Ischamie-
Reperfusions-Schadigung (Crack und Taylor 2005), die die Voraussetzungen fir die
Ausbildung eines postischamischen Inflammationsgeschehens schafft. Derzeit stellt
die frihe thrombolytische Rekanalisation des verschlossenen GefalRes zur
Wiederherstellung des Blutflusses die einzig verfligbare therapeutische Option dar
(Huang et al. 2006). Die postischamische Inflammation findet Stunden, Tage und
Wochen nach dem ischamischen Ereignis statt und wird durch eine Reihe

komplizierter, bisher nicht vollstandig verstandener Interaktionen zwischen zellularen
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und molekularen Komponenten des Immunsystems moduliert. Das Ausmald der

Entzindungsreaktion entscheidet vermutlich mit Gber das Ausmald des sekundar

entstehenden und bleibenden Gewebeschadens (Madinier et al. 2009; Whiteley et al.

2009).

Abb.1:

1.2

Ischamie
Minuten Stunden Tage Monate :
Hypothetische Darstellung des zeitlichen Ablaufs pe ri- und postischamischer

Ereignisse . Primare und sekundare Zelltodmechanismen finden innerhalb von Minuten und
Stunden statt und gehen mit erhdhter Exzitotoxizitdt und der Entstehung von
Depolarisationswellen einher. Im Folgenden kommt es zu einer Entziindungsreaktion, die tber
Tage bis Wochen andauern kann. Die Regenerationsphase beginnt mit der abklingenden

Entziindung. Abbildung modifiziert nach Dirnagl (Dirnagl et al. 1999).

Die Penumbra

Neben dem Zentrum des betroffenen Gewebes im Gehirn ist auch der randsténdig

gelegene Bereich, die Penumbra, von grol3er Bedeutung im Schlaganfallgeschehen.

Neurone konnen im Rahmen eines ischdmischen Ereignisses auch nicht-letal

geschadigt werden, wenn eine Mindestversorgung zum Beispiel Uber Kollateral-

Gefalle aufrecht erhalten wird und somit metabolische Prozesse physiologisch



aufrechterhalten werden kdnnen (Morioka et al. 1993; Hossmann 1994; Streit et al.
1999; Kiewert et al. 2009). Die Penumbra kann im Verlauf von Tagen bis Wochen
Umgebung fir apoptotischen Zellabbau sein, aber auch Uber postischamische
Inflammationsvorgange in nekrotisches Gewebe Ubergehen (Zheng et al. 2003).
Grund dafur sind zum einen vom Zentrum des Infarktareals ausgehende
Depolarisationswellen, die den Sauerstoffbedarf der Penumbra erhéhen, der durch
die eingeschréankte Perfusion nicht gedeckt werden kann (Hossmann 1994). Man
konnte einen direkten Zusammenhang zwischen Intensitat und Dauer der Peri-
Infarkt-Depolarisation und Infarktgrof3e herstellen (Mies et al. 1993). Zum anderen ist
die Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat im Rahmen der sekundaren Schadigung der
Penumbra von Bedeutung (Dwyer et al. 2008). Ob geschéadigte Zellen tber den
nekrotischen oder apoptotischen Abbau eliminiert werden, hangt gréf3tenteils von Art
und Dauer der Schadigung, aber auch von der Art der Zelle und ihrem aktuellen
Status im Zellzyklus ab. Der regulierte, apoptotische Zelltod geht nicht mit einer
unkontrollierten Ausschittung intrazellular gespeicherter Substanzen und Mediatoren
einher und hat im Gegensatz zur Nekrose keinen negativen Einfluss auf umliegende
Zellen (Leist und Nicotera 1998; Dirnagl et al. 1999).

Zusammenfassend stellt die Penumbra daher ein pathophysiologisch definiertes,
variables Hirnareal dar, in dem sich Neurone befinden, die theoretisch noch
therapeutischen Interventionen nach zerebraler Ischamie zugéanglich sind. Deshalb
liegt in der Entwicklung neuroprotektiver Behandlungsstrategien ein besonderer
Fokus auf der Beeinflussung der Penumbra (Furlan et al. 1996).

1.3 Die Postischamische Inflammation

Das intrazellulare Ca**-abhangige Second-Messenger-System, die Entstehung freier
Radikale und die Hypoxie an sich vermitteln die Genexpression von
Transkriptionsfaktoren, die die Synthese verschiedener Entziindungsmediatoren
bewirken (Dirnag et al. 1999). Dazu zahlen unter anderem die Zytokine
Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukin 18 (IL- 1B) und Interleukin 6 (IL-6)

(Rothwell und Hopkins 1995; Huang et al. 2006). In der Folge werden die
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Adhasionsmolekiile P-Selektin, E-Selektin und das intrazellulare Adh&sionsmolekil 1
(ICAM-1) auf der Zelloberflache von Endothelzellen exprimiert, die mit speziellen
Oberflachenmolekilen auf zirkulierenden Neutrophilen interagieren (Clark et al.
1995; Huang et al. 2006). Es wird die Bindung der Neutrophilen an das
GefalRendothel ermdglicht, die daraufhin die Endothelschranke Gberwinden kénnen.
Die Zellen infiltrieren das ischamische Hirngewebe und sind dort in der Lage, freie
Radikale und proteolytische Enzyme zu produzieren und freizusetzen. AufRerdem
kdnnen sie eine Zytokinausschittung in benachbarten Zellen bewirken (Chou et al.
2004). Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen folgen den
chemotaktischen Reizen der Neutrophilen (ladecola 1997; Huang et al. 2006) tber
Chemokine wie Monozyten-chemotaktisches-Protein-1 (MCP-1) und reichern sich im
Infarktareal an (lvacko et al. 1997; Hanisch und Kettenmann 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung und Infiltration von Mikroglia-Zellen innerhalb
eines Tages stattfindet (Schilling et al. 2003). Die Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren durch dendritische Zellen spielt eine Rolle bei der weiteren Rekrutierung
von inflammatorischen Zellen in das ischamische Areal, der Aktivierung von T-Zellen
und Zellen der ortstandigen Mikroglia und kann damit ebenfalls zu einer irreversiblen
Gewebsschadigung fuhren (Huang et al. 2006; Lai und Todd 2006). Die Infiltration
des ischdmischen Gewebes durch Immunzellen kann aul3erdem mit einer
Obstruktion von MikrogefaRen und der Ausbildung eines Odems einhergehen (Chou
et al. 2004). Es folgt der nekrotische Zelltod von Neuronen und Zellen der Astroglia,
der in Abhangigkeit von Art, Dauer und Region der zerebralen Ischdmie im Zeitraum
von Stunden bis Tagen oder Wochen nach dem Schlaganfall auftreten kann (Lipton
1999). Insbesondere neutrophile Granulozyten, Monozyten / Makrophagen, Zellen
der ortsstandigen Mikroglia und auch T-Zellen wurden als wichtiger Teil dieser post-

ischamischen Entzindungskaskade identifiziert (Gelderblom et al. 2009).

Allerdings ist die Rolle des Immunsystems, speziell die von Mikroglia-Zellen, in der
sekundaren Entstehung eines Ischamie-Reperfusions-Schadens ambivalent
(Hanisch und Kettenmann 2007). Sowohl neuroprotektive als auch neurodestruktive
Vorgange werden von Mikroglia initiiert und in der Folge Uber Zytokine vermittelt
(siehe auch 1.4.4). Auch weitere immunkompetente Zellen, wie beispielsweise
regulatorische T-Zellen oder yd T-Zellen, beeinflussen die Ausbildung eines

Ischamie-Reperfusions-Schadens tber die Vermittlung anti- und

11



proinflammatorischer Effekte (Liesz et al. 2009; Shichita et al. 2009). Auch fur andere
entzuindliche Hirnerkrankungen, wie beispielsweise Multiple Sklerose, konnte gezeigt
werden, dass die antiinflammatorischen Aspekte einer mikroglialen Immunantwort
sich protektiv auf die Kklinische Manifestation eines Entziindungsgeschehens
auswirken. Klinisch relevante, therapeutische Strategien zielen auf die Suppression
einer Entzindungsreaktion ab (Napoli und Neumann 2010; van Noort et al. 2011).
Deshalb ist die Einddmmung der inflammatorischen Antwort auch nach ischamisch
vermitteltem zerebralem Gewebsschaden Ziel der Entwicklung neuer therapeutischer
Optionen (Huang et al. 2006; Gelderblom et al. 2009).

1.4  Mikroglia

Die Existenz von weiteren Zellen neben Astroglia und Neuronen im Gehirn wurde
bereits 1913 von dem spanischen Mediziner Ramoén y Cajal beschrieben, der diese
als ,drittes Element" bezeichnete. 1932 gelang es Del Rio Hortega, Mediziner und
Histologe am Instituts Ramon y Cajals, die unbekannte Zellpopulation mit einer
Silberkarbonat-Farbung darzustellen und zu klassifizieren. Er konnte Mikroglia und
Oligodendrozyten erstmals gezielt mikroskopisch sichtbar machen und aufl3erdem

Ruckschlisse auf ihren Ursprung ziehen (Jacobson und Rao 2005).

1.4.1 Ursprung und Entwicklung von Mikroglia

Mikroglia-Zellen werden gemeinsam mit Astroglia-Zellen und Oligodendrozyten zu
den neuroglialen Zellen gezahlt. Sie sind im Hirngewebe strukturgebend und bilden
ein Netzwerk, in das die neuronalen Zellen integriert sind. Man geht davon aus, dass
Gliazellen, anders als Neurone, nicht direkt an der Informationsvermittlung und —
verarbeitung beteiligt sind. Dennoch gibt es im Gehirn 10 — 50-mal mehr Gliazellen
als Neurone (Kandel et al. 2000) und Mikroglia-Zellen machen 12% aller Zellen im

Gehirn aus (Montero et al. 2009). Im Gegensatz zu Astroglia und Oligodendrozyten,
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die auch als Makroglia zusammengefasst werden und vom Ektoderm abstammen,
sind Mikroglia-Zellen mesodermaler Herkunft und stellen die gewebetypischen
Makrophagen des zentralen Nervensystems (ZNS) dar (Chan et al. 2007). Sie zahlen
zum monozytaren Makrophagen-System (MMS) und tragen zum Teil typische
Oberflachenmarker dieser Gruppe, zu der auch andere gewebespezifische
Makrophagen und dendritische Zellen zahlen. Man geht heute davon aus, dass es
mehrere Entwicklungsstufen und Formen von Mikroglia-Zellen gibt, die sich sowohl in
ihrer Oberflachencharakteristik, Morphologie und Aktivitat als auch in ihrem Ursprung
unterscheiden (Rezaie et al. 2005).

Die Besiedelung des Gehirns durch mikrogliale Vorlauferzellen findet offensichtlich
schon in der embryonalen und fetalen Entwicklungsphase statt (Davis et al. 1994;
Chan et al. 2007). Dabei gibt es Hinweise darauf, dass zwei verschiedenen
Populationsmechanismen nebeneinander existieren. Zum einen wandern
mesodermale Vorlauferzellen ein, die vermutlich von hamatopoetischen Stammzellen
aus dem Dottersack abstammen (Imamura et al. 1990; Kaur et al. 2001). Zum
anderen wird eine Ubergangsform der Mikroglia-Zellen beschrieben, die aus im Blut
zirkulierenden monozytaren Vorlaufern hervorgeht und in Phanotyp und Morphologie
der amdboiden Form im adulten Gehirn &ahnelt. Postnatal nimmt ihre Anzahl
allerdings stetig ab, wahrend parallel dazu der Anteil an ramifizierten, residenten
Mikroglia steigt (Rezaie et al. 2005). Es gibt Anzeichen dafir, dass amdboide
Mikroglia-Zellen sich weiter differenzieren konnen und sich die physiologische
Mikroglia-Population aus dieser monozytaren Vorlauferzelle entwickelt (Perry et al.
1985; Kaur et al. 2001). Wahrend Mikroglia im gesunden adulten Gehirn nur einen
geringen Zellumsatz haben, kdnnen unter pathologischen Bedingungen wieder
zirkulierende monozytare Vorlaufer aus dem Knochenmark rekrutiert werden und
Zellerneuerung bzw. —expansion betreiben (Lassmann und Hickey 1993; Chan et al.
2007).

Es st bis heute nicht einfach, die Entwicklungsmechanismen und
Populationseigenschaften von Mikroglia genau nachzuvollziehen, weswegen sie in
der Vergangenheit immer wieder kontrovers diskutiert wurden (Kaur et al. 2001,
Chan et al. 2007). Doch auch wenn die exakten Ablaufe der Entstehung und
Vorlaufer noch nicht vollstandig verstanden sind, scheint der Zusammenhang zu
anderen immunkompetenten Zellen gesichert und man kann von gemeinsamen

myeloiden Vorlauferzellen ausgehen (Chan et al. 2007).
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1.4.2 Mikroglia in vivo

Mikroglia-Zellen sind unter physiologischen Bedingungen gestreckte Zellen mit vielen
verzweigten Zellfortsatzen. Bei Stress, zum Beispiel durch Hypoxie, und
inflammatorischer Reizung werden sie Uber verschiedene Mechanismen molekular
aktiviert und verandern ihre Morphologie und ihren funktionellen Status (Kreutzberg
1996; Nissl 1894).

Abb.2: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Mikroglia im Phas enkontrast (days in vitro (DIV)

14) in unterschiedlichen Aktivierungszustanden . a) zeigt aktivierte Mikroglia in 10 x
VergréRBerung, in b) sind Mikroglia in inaktivem, ruhendem Zustand in 20 x Vergrof3erung

gezeigt.

Mikroglia verhalten sich im ZNS fakultativ phagozytotisch und gehen nur nach
spezifischer Aktivierung ihrer phago- und pinozytotische Aufgabe nach. Sie
unterscheiden sich somit von anderen gewebsstandigen Makrophagen, die
permanent phagozytieren (Streit et al. 1999). AuRerdem sind sie mobilisierbar und
damit zu Migration in geschadigte Hirnareale befahigt (siehe Abbildung 3). Weiter
spielen sie in immunologischen Prozessen eine wichtige Rolle als Antigen-
prasentierende Zellen, die Uber Molekille des Haupthistokompatibilitaitskomplexes I
(Major Histocompatibility Complex Il (MHC-11)) mit T-Zellen interagieren kdnnen
(Kandel et al. 2000).
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1.4.3 Mikroglia im ischdmischen Schlaganfall

Die Aktivierung bzw. Proliferation von Mikroglia durch oxidative Spalt- und
Abbauprodukte sowie die Interaktion mit geschadigten Neuronen kurze Zeit nach
einem ischamischen Ereignis spielt eine wichtige Rolle bei der postischamischen
Inflammation im Gehirn. Die Zellen der endogenen Mikroglia stellen postischamisch
schon nach kurzer Zeit die dominante Zellpopulation im geschadigten Areal dar und
sind Uber mehrere Wochen bis Monate nach einem ischamischen Schlaganfall
vermehrt nachweisbar (Kreutzberg 1996; Lai und Todd 2006). Diese reaktive
Mikrogliose ist chronologisch gekennzeichnet durch eine schnelle Aktivierung und
Migration gewebsstandiger Mikroglia-Zellen innerhalb von Stunden nach einem
ischamischen Ereignis, die mit einer Hypertrophie der Zellen und der verstarkten
Expression von Zytokinen einhergeht. Neben Wachstumsfaktoren wie Transforming
growth factor-B (TGF-B) (Klempt et al. 1992) werden auch proinflammatorische
Zytokine produziert. Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang TNF-
a, IL-1B und IL-6 (Rothwell und Hopkins 1995; Huang et al. 2006). Es folgt die
Proliferation von Mikroglia nach wenigen Tagen und die bis zu Wochen andauernde
Rekrutierung von residenten Mikroglia-Zellen und zirkulierenden Makrophagen Uber
MHC-Molekule (Streit et al. 1999; Madinier et al. 2009). Die Mikroglia-Population auf
der Seite der Lé&sion vergroBert sich folglich und kann eine reaktive
Leukozyteninfiltration initiieren (Hanisch und Kettenmann 2007).

Die Interaktion zwischen Mikroglia und Neuronen im Rahmen pathologischer
Veranderungen in ihrer Umgebung ist flr diese Vorgange von grof3er Bedeutung, da
die neuronalen Signale nach einem Zellschaden die Aktivierung von Gliazellen
bewirken. Sie missen sehr spezifisch sein und exakt verarbeitet werden, um die

Unterscheidung zwischen Untergang und Uberleben der Zelle sicher zu stellen.
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geschadigtes Meuran

Abb.3: Interaktion zwischen Mikroglia, Neuronen und Astroz yten unter pathologischen

Bedingungen . Durch die spezifischen Signale geschadigter Neurone werden Mikroglia gezielt

rekrutiert und aktiviert. Unter dem Einfluss von Entziindungsmediatoren wie TNF-a und IL-6

werden weitere Mikroglia mobilisiert und aktiviert und eine Entziindungsreaktion wird aufrecht

erhalten. Astrozyten werden zur Sekretion von neurotrophen Faktoren stimuliert und Mikroglia

kénnen Phagozytose betreiben, was sich ebenfalls neuroprotektiv auswirkt. Abbildung

modifiziert nach Monk und Shaw (Monk und Shaw 2006).

Man geht davon aus, dass auch die raumliche Anordnung von Mikroglia-Zellen um

Neuronen eine wichtige Rolle bei der Kommunikation spielt, genau wie die Migration

und die Orientierung mikroglialer Fortsdtze zu neuronalen Strukturen nach

Zellschadigung (Streit et al. 1999; Davalos et al. 2005).
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1.4.4 Mikroglia — neurodestruktiv und neuroprotektiv

Die speziellen Eigenschaften und Funktionen von Mikroglia-Zellen im Gehirn kénnen
sich unter pathologischen Bedingungen im Rahmen postischamischer
Inflammationsvorgange sowohl neurodestruktiv als auch neuroprotektiv auswirken
(Streit et al. 1999; Montero et al. 2009). Das exzitotoxische Verhalten von Mikroglia
unter bzw. nach hypoxischen Bedingungen hat neurodegenerativen Charakter und
induziert den Untergang von Neuronen. Dabei spielt besonders die Ausschittung der
neurotoxisch wirkenden Substanzen Nitrit Oxid (NO) und Arachidonsaure bzw. ihrer
Derivate eine wichtige Rolle. Die entstehenden freien Sauerstoffradikale wirken
ebenfalls neurodestruktiv. Die von Mikroglia produzierten proinflammatorischen
Zytokine, zu denen auch TNF-a z&hlt, initiieren und erhalten eine postischamische
Entzindungsreaktion, die sich in der Folge ebenfalls neurodegenerativ auswirken
kann (Wang et al. 2007; Kaushal und Schlichter 2008). Es wurde eine direkte
gegenseitige Beeinflussung zwischen exzitotoxischer Neuronenaktivitat und NO-
Produktion in geschadigten Zellen beobachtet (Leist und Nicotera 1998). Es gibt aber
auch Hinweise darauf, dass aktivierte Mikroglia-Zellen im ischamischen Schlaganfall
neuroprotektive  bzw. neuroregenerative Effekte  vermitteln. Durch ihre
phagozytotischen Eigenschaften beseitigen sie schadlichen Zellabfall (Detritus) und
kénnen Platz fur neue Strukturen schaffen. Ischamisch geschédigte Zellen werden
beseitigt, um den durch exzitatorische Substanzen vermittelten weiteren
Zelluntergang zu verhindern. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Mikroglia
unter bestimmten pathologischen in vitro Bedingungen zur Aufnahme und damit
Beseitigung von extrazellularem Glutamat befahigt sind (Persson et al. 2005;
Hanisch und Kettenmann 2007). Uber die Produktion und Sezernierung
verschiedener Mediatoren unterstitzen sie aul3erdem die Zellregeneration. Zu den
neuroregenerativen Mediatoren zéhlen beispielsweise die Wachstumsfaktoren TGF-
B, Plasminogen oder neurotrophe Substanzen, wie Nerve Growth Factor (NFG) und
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Montero et al. 2009). Eine besondere Rolle
bei den postischdmischen neuroplastischen Vorgadngen scheint Brain-Derived
Neurophic Factor (BDNF) einzunehmen, der ebenfalls von Mikroglia-Zellen
produziert wird (Madinier et al. 2009).
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1.4.5 Mikroglia in vitro

Die in vitro Modelle zur Simulation des ischamischen Schlaganfalls bzw. zur
Aktivierung von Mikroglia werden immer praziser und versuchen, die interzellulare
Kommunikation so weit wie moéglich zu gewahrleisten (Kaushal und Schlichter 2008).
Viele aus Zellkultur-Experimenten gewonnene Erkenntnisse kdnnen bereits auf das
in vivo Verhalten von Mikroglia unter pathologischen Bedingungen Ubertragen
werden (Streit et al. 1999). Die Zellen fur Mikroglia- bzw. Mischkulturen kénnen aus
dem Gewebe verschiedener Spezies gewonnen werden. Ublich sind Modelle mit
Maus, Ratte oder Kaninchen, seltener Katze oder Ziege. Auch die Kultivierung
humaner Zellen ist moglich (Dobrenis 1998). Mikroglia-Zellen unterscheiden sich in
Kultur in ihren Adharenz-Eigenschaften von Astrozyten und Oligodendrozyten.
Dieses Merkmal macht man sich bei der Isolation aus Mischkulturen zu Nutze und
kann so reine Mikrogliakulturen herstellen. Es konnte aufRerdem gezeigt werden,
dass verschiedene morphologische und funktionelle Formen von Mikroglia auch in
vitro simultan vorkommen (Dobrenis 1998; Rezaie et al. 2005). Die ramifizierte Form
befindet sich in Mischkulturen unter dem konfluenten Astrozytenrasen oder ist darin
integriert, wahrend aktivierte, amoboide Mikroglia-Zellen auf der
Astrozytenpopulation sitzen (Tanaka et al. 1999). Auch in vitro sind aktivierte
Mikroglia gegenuber nicht-aktiven Mikroglia vergroRRert, ziehen ihre Fortsatze ein und
nehmen eine typische amdoboide Morphologie an (Kandel et al. 2000). Die
metabolische  Mikroumgebung, die Dauer der Kultivierung und die
Wachstumsbedingungen sind nur einige Faktoren, die Gber den Aktivierungszustand
der Zelle in vitro entscheiden. Auch das Migrationsverhalten aktivierter Mikroglia
kann unter Kulturbedingungen beobachtet werden (Dobrenis 1998).

In vitro Schlaganfallmodelle, die auf dem kombinierten Entzug von Sauerstoff und
Glukose (OGD) an Zellkulturen beruhen, werden immer weiter verfeinert und bieten
vielversprechende Aussichten (Kaushal und Schlichter 2008). Viele Erkenntnisse zu
den Effekten der Aktivierung von Mikroglia wurden durch Experimente mit in vitro

Modellen gesammelt (Hanisch und Kettenmann 2007).
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1.5 Lokale, metabolische Veranderungen nach zerebra ler Ischamie

Lokale Storungen des Blutflusses kdnnen hamorrhagischen oder okklusiven
Ursprungs sein und beeintrachtigen die Versorgung des Hirngewebes mit Sauerstoff
und Glukose (Kandel et al. 2000). Durch das resultierende Energiedefizit wird die
Aufrechterhaltung des Na'-K*-lonengradienten zwischen intra - und extrazellularem
Milieu durch die Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige Na'-K*-ATPase verhindert.
Der verschobene lonengradient wirkt sich auf das Membranpotenzial ortsstandiger
Neurone und Gliazellen aus, das daraufhin depolarisiert (Hansen 1985; Jiang und
Haddad 1991). Es kommt zur so genannten Exzitotoxizitat: Durch die Depolarisation
von Neuronen und Astrozyten und folglich die Aktivierung spannungsabhangiger
Ca?*-Kanédle wird Glutamat exzitatorisch in den Extrazellularraum abgegeben und
besetzt die ionotropen N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA-) und a-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-1soxazolepropionic-Acid- (AMPA-) Glutamatrezeptoren. Diese Rezeptoren
sind in aktiviertem Zustand durchléssig fir Ca®*-Molekile. Die Konzentration des
sekundaren Botenstoffs Ca** steigt in den Zellen des betroffenen Gewebes daraufhin
stark an. Die Signalkaskade mit Ca**, Phospholipase C und Inositol-1, 4, 5-
Trisphosphat (IP3) als Mediatoren bewirkt den Einstrom von Na* und CI" in die Zellen
des ischamischen Gewebes (Dirnagl et al. 1999; Kiewert et al. 2009). K* stromt aus
der Zelle aus und reichert sich ebenfalls im Extrazellularraum an, kann aber den
passiven Einstrom von H,O in die ischamischen Zellen nicht ausgleichen (Hansen
1985). Die Zellen schwellen an und es bildet sich ein Odem aus, wodurch das
umliegende Gewebe weiter minderperfundiert wird (Dirnagl et al. 1999). Die erhthte
extrazellulare K*-Konzentration und das exzitatorisch ausgeschiittete Glutamat sind
unter anderem auch fur die Entstehung von Depolarisationswellen (Periinfarkt-
Depolarisierung) in repolarisierten Zellen verantwortlich. Periinfarkt-Depolarisationen
finden hauptsachlich im peripheren Infarktgebiet, der Penumbra (siehe 1.2), mit einer
Frequenz von bis zu 3 mm pro Minute statt (Hossmann 1996; Doyle et al. 2008). Der
Ischamie-vermittelte Ca®* -Anstieg bewirkt auRBerdem eine Reihe intrazellularer
Vorgéange, die die Aktivierung proteolytischer Enzyme zur Folge haben und so den
Abbau zellularer Strukturen wie Desoxyribonukleinsaure (DNS) und Proteinen und
folglich den Zelluntergang bewirken (Lipton 1999). Es entstehen phospholipase-A2-

und cyclooxygenaseabhangig freie Sauerstoffradikale, die in der Lage sind, die
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Zellmembran zusatzlich zu schadigen. Sie haben zusatzlich direkten Einfluss auf das
entstehende Entzindungsgeschehen und den nekrotischen Zelltod in dem
betroffenen Gewebe (Yagami et al. 2005; Lai und Todd 2006).

P Energiedeﬁzit Periinfarki- Abb.4: Darstellung metabolischer Ablaufe in der
% Depularmatlnn

hypoxischen Zelle . Na* kann iber den gestdrten

- K
Depol t ) . .
.' 7 ‘ ca \\/emm 'D"\(\\ lonengradienten vermehrt in die Zelle gelangen und

I ulutarnat- — . . L 2% .
Fmsmung Odem flhrt zu ihrer Depolarisation. Glutamat und Ca™ sind

——a Mitochond .. . . .
\ i \‘ von zentraler Bedeutung fir die Bildung von freien
|| / Apl:lptuse || Radikalen und Entziindungsmediatoren, uber die
Freie Radikale { . .. . -
Membran-  &NO eine Entzindungsreaktion initiert werden kann.
Schﬁdigung_/; \\ DNA—Schﬂden . ) )
TSI Abbildung modifiziert nach Dirnagl (Dirnagl et al.
mediateren o
—~ o 1999).
/*\ "_"’j/_-_}&—’ ¢ )
Mikroglia- Leukuzyten-‘

aktivierung infittration @

Die metabolischen Veranderungen infolge einer zerebralen Ischamie treten sofort ein
und sind spater Voraussetzung fur die Ausbildung einer Entziindungsreaktion und
sekundar Zellschadigung.

Wie sie sich im Hirnparenchym auswirken und welche Veranderungen wichtig fur die
Entstehung einer postischamischen Hirnschadigung sind, soll im Folgenden geklart
werden. In verschiedenen in vivo Experimenten wurden bereits die Konzentrationen
relevanter lonen und Substanzen bei zerebraler Ischamie mit zerebraler Mikrodialyse
bzw. lonensensitiver Mikroelektrode ermittelt (Hansen 1985; Berger et al. 2004;
Kiewert et al. 2009). Die Aufmerksamkeit liegt dabei besonders auf den erhdhten
Konzentrationen von K’ und Glutamat und dem veranderten pH-Wert im

Schlaganfall.
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1.5.2 Auswirkungen auf den pH-Wert

Der physiologische pH-Wert liegt beim Menschen zwischen 7,37 und 7,43 und wird
Uber die komplizierte Interaktion verschiedener Puffersysteme stabilisiert. Der
bedeutendste Puffer ist der Kohlensaure-Bikarbonat-Puffer (H,CO3; /HCOj3™ -Puffer),
der Protonen (H+) binden und freisetzen kann. Dies geschieht in Gegenwart des
Enzyms Carboanhydrase nach dem folgendem Reaktionsschema (Schmidt et al.
1976):

CO, + H, O & H,CO3 & H™ + HCO3

Unter ischamischen Bedingungen kann der extrazellulare pH-Wert schon innerhalb
kirzester Zeit auf bis zu 6,55 absinken (Martin et al. 1994). Dieser Abfall kommt
hauptsachlich durch die vermehrte Produktion von Laktat zustande, das als
Nebenprodukt der anaeroben Glykolyse entsteht. Der anaerobe Energiegewinn soll
den Ischamie-bedingten ATP-Mangel zeitweise ausgleichen. Die Kapazitdt des
H.CO3; /HCOj3; -Puffers wird durch die entstehenden Sauren jedoch tberschritten und
CO, gelangt aus den Zellen in den Extrazellularraum. Als Folge steigt der CO,-
Partialdruck (pCO,) lokal auf Werte bis 120 mmHg an (Nemoto und Frinak 1981;
Hansen 1985).

Das Ausmal} dieser metabolischen Azidose hangt unter anderem von der Glukose-
Konzentration im Blut zum Zeitpunkt der Ischamie ab, da eine erhdhte Blutglukose
mit einem verstarken Umbau zu Laktat assoziiert ist. Myers und Yamaguchi konnten
zeigen, dass eine periischamische Hyperglykamie den pH-Wert drastischer sinken
lasst als eine normo- und hypoglykamische Stoffwechsellage, die zu einem
geringeren pH-Abfall fuhrt (Ljunggren et al. 1974; Myers und Yamaguchi 1977).

Um eine Aussage Uuber die Auswirkung der Ischamie-bedingten pH-Wert-
Veranderungen treffen zu kénnen, muss zwischen intra- und extrazellularem pH-
Wert unterschieden werden. Der extrazellulare pH-Wert hat Einfluss auf
verschiedene metabolische Vorgadnge und zellulare Transporter und Kandle. Ein
niedriger intrazellularer pH-Wert verstarkt unter anderem die Freisetzung von Ca*
aus den Zellen und eine weitere neuronale Schéadigung durch freie Radikale (Martin
et al. 1994, Lipton 1999; Doyle et al. 2008).
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1.5.1 Auswirkung auf die extrazellulare K+-Konzentration

Durch den Ausfall der ATP-abhangigen Na’-K'-Pumpe nach Ischamie-bedingtem
ATP-Mangel ist der Transport von Kalium in die Zelle gestort und die extrazellulare
K*-Konzentration steigt an. Physiologisch liegt die Konzentration im
Extrazellularraum beim Menschen bei 4,0 mM (Berger et al. 2004), bei der Maus bei
53 mM (Kiewert et al. 2009). In verschiedenen in vivo Experimenten wird im
Schlaganfall ein Anstieg des extrazellularen K* auf bis zu 100 mM beschrieben
(Hansen 1985). Die erhohte K'-Konzentration hat sowohl exzitatorische als auch
inhibitorische  Effekte auf die Zellen in der Umgebung und ihre
Kommunikationsvorgdnge und ist auflerdem an der postischdmischen
Hirnschadigung durch Periinfarkt-Depolarisation malfgeblich beteiligt (Hossmann
1996).

1.5.3 Auswirkung auf die extrazelluldre Glutamat-Konzentration

Die exzitatorische Aminoséaure Glutamat reichert sich nach der Depolarisation von
Neuronen und Zellen der Astroglia im Extrazellularraum an und aktiviert dort die
ionotropen NMDA- und AMPA- Glutamatrezeptoren (siehe 1.2). Die Ausschittung
von Glutamat ist eine der ersten Reaktionen des Organismus auf die zerebrale
Ischamie. Sie setzt unmittelbar nach dem ischéamischen Ereignis ein und hat tber
primare und sekundare Mechanismen enormen Einfluss auf die Pathogenese des
Schlaganfalls (Martin et al. 1994; Kiewert et al. 2009). In verschiedenen in vivo und in
vitro Modellen fuhrte der experimentelle Einsatz von Glutamatrezeptor-Antagonisten
zu geringeren Infarktvolumina und damit zu einer verbesserten Prognose (Dugan
und Choi 1994; Hossmann 1994).

Die physiologische, extrazellulare Konzentration von Glutamat liegt beim Menschen
bei ungefahr 3,9 pumol/l. Die hypoxischen Bedingungen im Schlaganfall bewirken
einen Anstieg auf im Mittel 196 pmol/l Glutamat. In der Literatur werden aul3erdem
extreme Werte von bis zu 453 umol/l beschrieben, die in vivo mittels zerebraler
Mikrodialyse erhoben wurden (Berger et al. 2004). Dabei werden schon

extrazellulare Konzentrationen von 10 — 20 uM als neurotoxisch gewertet (Leist und
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Nicotera 1998). Auch in Tiermodellen wurde ein massiver Anstieg der extrazellularen
Glutamatkonzentration beobachtet, in in vitro Experimenten fallt der Anstieg dagegen
geringer aus (Martin et al. 1994; Leist und Nicotera 1998; Kiewert et al. 2009).
Glutamat ist als Neurotransmitter von grofR3er Bedeutung und hat Einfluss auf die
intra- und extrazelluldre Ca?*-Konzentration und dariiber hinaus auf die Entstehung

von Periinfarkt-Depolarisationen (Hossmann 1996).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

ELISA-Absorptionsmesser

96-well-Platten-Wascher

Computersoftware

Gasbrenner

Sunrise™,

Tecan Group Ltd., Schweiz

Columbus TECAN M8/2R,
Tecan Group Ltd., Schweiz

AxioVision4 Microscope Software,
Carl Zeiss AG, Deutschland (Oberkochen)

Magellan™ Data Analysis Software,

Tecan Group Ltd., Schweiz
Microsoft Office Excel 2003,
Microsoft Deutschland GmbH, Deutschland

(Unterschleil3heim)

GraphPad Prism 5,
GraphPad Software, Inc., USA

gasprofi 1,
WLD-TEC GmbH, Deutschland (Arenshausen)
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Magnetruhrer

Mikroskope

OGD-Kammer

pH-Meter

Pipetten

Rotationsschttler

Vakuumpumpe

warmematte

Warmeschrank

Model 34532,
snijders scientific b.v., Niederlande

Stemi DV4 (Double Lens Vario, Zoomfaktor 4),
Carl Zeiss AG, Deutschland (Oberkochen)

mit Auflicht KL200,

SCHOTT AG, Deutschland (Mainz)

Axiovert 40 CFL,
Carl Zeiss AG, Deutschland (Oberkochen)

Modular incubator chamber (MIC-101),
Billups-Rothenberg Inc., USA

pH357,
WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Deutschland (Weilheim)

Modelle Research®/Reference®,

Eppendorf AG, Deutschland (Hamburg)

Centromat® MT,
B Braun Biotech international GmbH, Deutschland

(Melsungen)

Typ N881KN.18,
KNF Neuberger, USA

Mul-T-Pad (TP 22E),
Gaymar Industries Inc., USA

Model 3164,

Forma Scientific Inc., USA
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Wasserbad

Werkbank (steril)

Zahlkammer

Zellkulturschrank

Zentrifuge

2.1.2 Verbrauchsmaterial

24-well-Platten

70um Porenfilter

96-well-ELISA-Platten

96-well-Zellkultur-Platten

Deckglaschen @ 14mm

Y2K,
GFL Gesellschaft fur Labortechnik
Deutschland (Burgwedel)

GLS400,
Grant, Grol3britannien

SterilGARD Class Il Type A/B3,
The Baker Company, USA

Neubauer 0,1mm Kammertiefe,
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,

Deutschland (Lauda-Koénigshofen)

CB 150,
BINDER, Deutschland (Tuttlingen)

302K,

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Deutschland

(Osterode am Harz)

Sarstedt AG & Co, Deutschland (Niumbrecht)

BD Falcon™ Franklin Lakes, USA

NUNC MaxiSorp™, eBioscience, USA

Sarstedt AG & Co, Deutschland (Nimbrecht)

GmbH,

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,

Deutschland (Braunschweig)
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Pasteurpipetten 230mm
Petrischalen (bakt.)
Pipettenspitzen ohne Filter
1000yl (Typ B),

100ul (Typ A),

10ul (Typ D)

Reaktionsgefale
(0,5ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Reaktionsgeféalie
(15ml, 50ml)

Serologische Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)

Spritze Injekt, 20ml

Spritzen-Aufsatz-Filter

Sterilfilter

Zellkulturflaschen mit
Gasaustauschfilter (250ml)

VWR International GmbH, Deutschland (Darmstadt)

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

(Frickenhausen)

Sarstedt AG & Co, Deutschland (Nimbrecht)

Eppendorf AG, Deutschland (Hamburg)

BD Falcon™ Franklin Lakes, USA

BD Falcon™ Franklin Lakes, USA

B.Braun Melsungen AG, Deutschland (Melsungen)

Rotilabo®, ROTH, Deutschland (Karlsruhe)

Millipore, Billerica, USA

Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
(Frickenhausen)
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2.1.3 Puffer

N — Kontrolle (pH 7.,4)

NaCl 130
KCI 3
HEPES® 25
CacCl 1,3
MgCl 1
Glucose 20

A - Kontrolle (pH 6,5)
NaCl 130
KCI 3
HEPES 25
CacCl 1,3
MgCl 1
Glucose 20

K - Kontrolle (pH 7,4)
NaCl 75
KCI 60
HEPES 25
CaCl 1,3
MgCl 1
Glucose 20

G - Kontrolle (pH 7,4)
NacCl 130
KCI 3
HEPES 25
CaCl 1,3
MgCl 1
Glutamat 0,2
Glucose 20

mM
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

! 4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazinyl-1-Ethansulfonsaure (Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim))

N — OGD (pH 7,4)

NacCl 140 mM
KCI 3 mM
HEPES 25 mM
CacCl 1,3 mM
MgCl 1 mM

A - OGD (pH 6,5)

NacCl 140 mM
KCI 3 mM
HEPES 25 mM
CacCl 1,3mM
MgCl 1 mM

K - OGD (pH 7.4)

NacCl 85
KCI 60
HEPES 25
CacCl 1,3 mM
MgCl 1

G - OGD (pH 7,4)

NacCl 140 mM
KCI 3 mM
HEPES 25 mM
CacCl 1,3 mM
MgCl 1

Glutamat 0,2 mM
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Dulbecco’s PBS? (1x) ohne Ca?" und Mg?" (1x)

KCI 200 mgll
KH,PO,4 200 mgl/l
NacCl 8000 mg/l
Na,HPO, (anhydrisch) 1150 mgl/l
CaCl; » 2H,0 132 mg/l
MgCl, ¢ 6H,0 100 mg/l

HBSS® mit Ca®* und Mg?*, ohne Phenolrot

CacCl;, (anhydrisch) 140 mg/l
MgCl, « 6H,0 100 mgl/l
MgSO,* 7H,0 100 mgl/l
KCI 400 mgll
KH,PO4 60 mg/l
NaHCOs3 350 mgll
NacCl 8000 mgll
Na,HPO, (anhydrisch) 48 mg/l
D-Glucose 1000 mg/I

MTT* Lysis-Puffer (pH4,7)

DMF® 50 %
SDs® 20 %
80%-ige CoH40- 25 %
1N HCI 25 %

geldst in sterilem H,O

ELISA” Waschpuffer
Tween® 20 0,05 %
geldst in PBS (1x)
gelagert bei 2-8°C

? Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PAA Laboratories GmbH, Osterreich)

® Hank’s Balanced Salt Solution (GIBCO® Invitrogen, Deutschland (Karlsruhe))

* 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim))
> Dimethylformamid (Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim))

® Natriumlaurylsulfat (Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim))

" Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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ELISA Coating-Puffer (pH 6,5)
NazHPO4 11,8 g
NaH,PO, 16,2 ¢

gelost in 1 | sterilem H,O

gelagert bei 2-8°C

ELISA Assay Diluent
Dulbecco’s PBS (1x)
hitzeinaktiviertes FCS 10 %

2.1.4 Antikorper

anti-GFAP Antikorper (anti-mouse IgG2b) BD Bioscience, USA

anti-lba-1 Antikorper (anti-rabbit (polyklonal)) WAKO Pure Chemical
Industries, Japan

Alexa 488 (goat anti rabbit) Invitrogen GmbH, Deutschland
(Karlsruhe)
Alexa 568 (goat anti mouse) Invitrogen GmbH, Deutschland

(Karlsruhe)

Mouse TNF-a OptEIA™ ELISA Set BD Bioscience, USA

2.1.5 Priméarkulturen aus C57/Bl6 Mausen P1

Im Vorfeld der Versuche wurde ein Antrag zu Versuchen an Wirbeltieren zu
wissenschaftlichen Zwecken gemald 8 8 TschG gestellt und genehmigt und ein Kurs
zum Thema ,tierexperimentelles Arbeiten mit der Maus” absolviert (siehe Anhang 1
und 2).
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikroglia-Astrozyten-Mischkulturen

Die Mikroglia-Astrozyten-Mischkulturen wurden aus neugeborenen C57/BI6 Méausen
(postnatal Tag 1-2, (P1-P2)) nach dem modifizierten Protokoll von McCarthy und de
Vellis (McCarthy und de Vellis 1980) gewonnen. Dabei wurden die Tiere dekapitiert
und das Gehirn nach vorsichtigem Er6ffnen der Schadeldecke stumpf enthommen.
Unter dem Auflichtmikroskop wurden in eisgekiihlter HBSS mit Ca?*, Mg?*, ohne
Phenolrot + 10 mM HEPES die Meningen sorgfaltig entfernt und das Cerebellum
sowie die Bulbi olfactorii komplett abgetrennt. Die Hemispharen wurden mit einem
Skalpell sauber voneinander getrennt und an ihren Innenseiten ebenfalls grindlich
von Meningenresten befreit. Nachdem die Hemispharen in zwei etwa gleichgrol3e
Anteile geschnitten wurden, wurden sie gesammelt in HBSS + 10 mM HEPES
mithilfe einer serologischen 10 ml Pipette aufgenommen und in ein 15 ml Tube
Uberfuhrt. Die folgenden Praparationsschritte wurden steril unter der reinen
Werkbank durchgefihrt.

Die Zellen wurden mit ca. 5 ml HBSS + 10 mM HEPES gewaschen und mit 2,5 mg
Papain (aus Papaya Latex, =10 units/mg Protein (Sigma-Aldrich, Deutschland
(Steinheim))) und 50 pg Desoxyribonuklease (Grade Il (Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland (Mannheim))) in 5 ml vorgewarmten HBSS + 10 mM HEPES geldst fur
25 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit
vorgewarmtem Basal Medium Eagle ohne L-Glutamin (BME, (GIBCO® Invitrogen,
Deutschland (Karlsruhe))) + 10% fetales Kalberserum (FCS, Siudamerika (GIBCO®
Invitrogen, Deutschland (Karlsruhe))) und 0,5% Penicillin/Streptomycin (GIBCO®
Invitrogen, edutschland (Karlsruhe)) gewaschen und in 2 ml BME aufgenommen. Die
Zellen wurden durch fanfmaliges Auf- und Abpipettieren durch drei zuvor
feuerpolierte Pasteurpipetten absteigender Grol3e zusatzlich mechanisch vereinzelt
und durch einen 70 um Porenfilter gegeben. 90 pul der isolierten Zellsuspension
wurden zur Darstellung der Zellvitalitdt mit 10 pl 0,4%-igen Trypan-Blau-Losung
(Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim)) angefarbt und in einer Neubauer-

Zahlkammer in vier GroR3quadraten unter dem Durchlichtmikroskop ausgezabhilt.
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Anschlieend wurde die Zellsuspension mit BME + 10% FCS + 0,5%
Penicillin/Streptomycin entsprechend einer Konzentration von zwei Hemispharen pro
10 ml verdinnt und in 250 ml Zellkulturflaschen mit Gasaustauschfilter mit 15 ml pro
Flasche ausplattiert. Diese Verdinnung entspricht einer Zelldichte von ca. 300.000 —
400.000 Zellen pro ml.

Die Mischkulturen wurden Uber mindestens 14 Tage bei 37°C und 5% CO; im
Zellkulturschrank inkubiert, wobei regelmaRig alle funf Tage 3,5 ml des alten
Kulturmediums entnommen und durch 5 ml vorgewarmtes BME + 10% FCS + 0,5%
Penicillin/Streptomycin ersetzt wurden. Jeweils vor dem Mediumwechsel erfolgte
eine mikroskopische Beurteilung der Zellkultur mit Fotodokumentation.

2.2.2 Isolation von Mikroglia aus Mikroglia-Astrozyten-Mischkulturen

Um reine Mikroglia-Kulturen zu isolieren, wurden die Mikroglia-Astrozyten-
Mischkulturen an DIV 16 - 18 nach der modifizierten Methode von Frei et al. (Frei et
al. 1986) aus dem Mikroglia-Astrozyten-Verband gelést und in der definierten
Konzentration von 200.000 Zellen pro ml in 96-well-Platten ausplattiert. Dazu wurden
die Mischkulturen in ihrem Kulturmedium fir 20-30 Minuten bei 37°C auf dem
Rotationsschuttler bei 600-700 rpm geschuttelt. Zwischenkontrollen erfolgten nach
20 und 25 Minuten unter dem Durchlichtmikroskop. Das Medium wurde direkt im
Anschluss mit einer 10 ml serologischen Pipette komplett abgenommen, in zwei 50
ml ReaktionsgefalRe tberfuhrt und bei 1000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und im 37°C - Wasserbad aufbewahrt, das
Zell-Pellet in 1 ml des konditionierten BME resuspendiert. Nach der Farbung mit
Trypan-Blau wurde die Zellkonzentration in der Neubauer-Zahlkammer in vier
GroRR3quadraten ausgezahlt, der Mittelwert bestimmt und rechnerisch der
Verdunnungsfaktor ermittelt, der die Zellsuspension auf eine Endkonzentration von
200.000 Zellen pro ml brachte. Zum Verdinnen wurde das zuvor abzentrifugierte,
Astrozyten-konditionierte Kulturmedium in entsprechendem Volumen zu der
Zellsuspension pipettiert. Ausplattiert wurden die Zellen anschlieBend in 96-well-
Zellkultur-Platten mit 100 ul pro Vertiefung, was einer Zelldichte von 20.000 Zellen
pro Vertiefung entspricht. 24 Stunden nach dem Abschutteln sollten sich alle
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Mikroglia-Zellen wieder gestreckt haben und auf dem Boden der 96-well-Platte
verastelt sein, um dann in den OGD-Versuch eingebracht werden zu kénnen.

2.2.3 Immunzytochemie

Um den Nachweis erbringen zu kénnen, dass es sich zum Zeitpunkt nach dem
Abschitteln um reine Mikroglia-Kulturen handelte, wurde exemplarisch eine
immunzytochemische Farbung angefertigt. Dazu wurden die abgeschuttelten Zellen
in der oben beschriebenen Konzentration auf vier runden Deckgldschen (& 14 mm)
in einer 24-well-Platte ausplattiert. Die Zellen wurden nach 24-stiindiger Inkubation
gefarbt.

Zunachst wurde der BME-Uberstand abgenommen und die Zellen wurden vorsichtig
mit 500 pl Dulbecco’s PBS (1x) gewaschen. AnschlieRend wurden die Deckglaschen
fur 10 Minuten mit je 500 ul eisgekihltem 4% Paraformaldehyd (PFA, (Sigma-
Aldrich, Deutschland (Steinheim))) in Dulbecco’s PBS (1x) bei Raumtemperatur
fixiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Dulbecco’s PBS (1x) wurden die
Zwischenraume der 24-well-Platte mit sterilem H,O geflutet. Die Deckglaschen
wurden fur eine Stunde mit je 500 ul einer Block-Losung, zusammengestellt aus
0,2% bovinem Serum-Albumin (BSA, (Carl Roth GmbH + Co0.KG, Deutschland
(Karlsruhe))), 0,3% Triton x 100 (Fluka® Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim))
und 10% Pferdeserum (HS, Neuseeland (GIBCO®  Invitrogen, Deutschland
(Karlsruhe))) zu 25 ml Dulbecco’s PBS (1x), bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten drei weitere Waschschritte mit Dulbecco’s PBS (1x), bevor der Erstantikbrper
auf die Zellen gegeben werden konnte. Die aufgereinigten Antikorper gegen das
saure Gliafaserprotein (GFAP) und das ionisierte Kalzium-bindende Adaptermolekul-
1 (Iba-1) wurden in einer Verdiinnung von 1:500 bzw. 1:250 in 1 ml einer L6ésung aus
0,2% BSA und 10% HS zu 25 ml Dulbecco’'s PBS (1x) aufgenommen. Die
Deckglaschen wurden mit je 250 ul der Antikdrper-Losung bedeckt und Uber Nacht
bei 4°C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Deckglaschen in drei Waschschritten
mit Dulbecco’s PBS (1x) gereinigt. Die nachsten Arbeitsschritte erfolgten in
lichtreduzierter Umgebung, um den empfindlichen Fluoreszenz-Antikorper zu
schiutzen. Die Zweitantikbrper Alexa 488 und Alexa 568 wurden in einer

Konzentration von 1:1000 in 1 ml Dulbecco’s PBS (1x) aufgenommen und je 250 ul
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davon auf jedes Deckglaschen gegeben. Nach einer zweisttindigen Inkubation bei
Raumtemperatur und drei darauf folgenden Waschschritten mit Dulbecco’s PBS (1x)
wurden die Zellen fir 5 Minuten mit 250 pl 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (1x) (DAPI,
(Merck KGaA, Deutschland (Darmstadt))) mit 5 mg/ml in H,O geldst bedeckt. Die
Deckglaschen wurden dreimal mit Dulbecco’s PBS (1x) gewaschen und mithilfe einer
Pinzette umgedreht auf einen mit Fluoromount G (Southern Biotech, USA) benetzten
Objekttrager transferiert. Auf den getrockneten Objekttrager wurden die
Deckglaschen einzeln mit farblosem Lack umrandet, um die Zellen vor dem
Austrocknen zu schutzen. Die Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop

und mithilfe des Computerprogrammes Axio-Version 4.

2.2.4 Stimulierung mit Lipopolysaccharid (LPS)

Die reinen Mikrogliakulturen wurden nach 24 Stunden Inkubation und zwel
Waschschritten mit je 100 pl Dulbecco's PBS (1x) mit LPS (Sigma-Aldrich,
Deutschland (Steinheim)) in einer Konzentration von 100 ng/ml in 100 pul BME fir 3
Stunden stimuliert. Dabei wurden sie bei 37°C und 5% CO, im Zellkulturschrank
aufbewahrt. Nach der Inkubation wurden die Mikroglia in zwei Waschschritten mit
Dulbecco’'s PBS (1x) bereinigt und anschlieBend das asservierte,
astrozytenkonditionierte BME auf die Zellen gegeben. Nach weiteren 24 Stunden
wurden der NO-Assay und der MTT-Assay durchgefiihrt und die Uberstande fiir den
TNF-a-ELISA bei -80°C aufbewahrt.

2.2.5 Kombinierter Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD)

Nach der Inkubation der reinen Mikroglia-Kulturen tGber Nacht bei 37°C und 5% CO,
im Zellkulturschrank wurde der kombinierte Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD) in der
dafir vorgesehenen anaeroben OGD-Kammer durchgefuhrt. Zuvor wurde
mikroskopisch  sichergestellt, dass die abgeschiittelten Mikroglia-Kulturen
angewachsen sind, wobei die Zellstreckung und -verastelung als Indikator diente; es

musste keine Kultur ausgeschlossen werden.
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Als Vorbereitung auf den Versuchsaufbau wurden OGD- bzw. Kontroll-Puffer
zusammengestellt, steril filtriert und bei 4°C gekuhlt gelagert. Als Grundlage fur die
Zusammenstellung der einzelnen Puffersubstanzen dienten die von Hansen
durchgeflihrten Messungen mit einer lonen-sensitiven Mikroelektrode (ISM) wéahrend
bzw. kurz nach einem ischdmischen Schlaganfall (Hansen 1985). Alle einzelnen
Komponenten wurden zuvor in sterilem H,O angesetzt und auf dem Magnetrihrer
entsprechend der oben genannten Molarititen ebenfalls in sterilem H,O
zusammengestellt. Soweit nicht anders beschrieben, wurden die einzelnen
Pufferreagenzien von der Firma Merck KGaA (Deutschland (Darmstadt)) bezogen.
Die Einstellung des pH-Werts erfolgte mit 1 N Salzsaure (HCI) und 2 M Natronlauge
(NaOH) unter Messkontrolle mit einem digitalen pH-Meter, das zuvor mit Standard-
pH-Losungen justiert wurde. Glukose (Fluka® Sigma-Aldrich, Deutschland
(Steinheim)) und Glutamat (SERVA Electrophoresis GmbH, Deutschland
(Heidelberg)) wurden aufgrund ihrer geringen Haltbarkeit in 2 ml bzw. 1,5 ml Alliquots
bei -20°C aufbewahrt und kurz vor Versuchsdurchfiihrung dem entsprechenden
OGD- bzw. Kontroll-Puffer in entsprechender Molaritdt zugegeben. Die OGD-Puffer
wurden vor Versuchsdurchfihrung in bendtigter Menge unter der reinen Werkbank
abgefillt und bei 37°C im Wasserbad vorgewarmt. Die glukosefreien Puffer OGD-N,
OGD-A, OGD-K und OGD-G wurden auf3erdem zur Entoxygenierung fur 4 Minuten
mit 95% Stickstoff und 5% CO, aquilibriert. Dazu wurde eine sterile Pasteurpipette
uber einen Silikonschlauch an die Stickstoff-Gasflasche luftdicht angeschlossen und
durch eine zuvor angepasste Offnung im Deckel eines 15 ml ReaktionsgefaRes
gesteckt.

Fur die Durchfihrung des Sauerstoff-Glukose-Entzugs wurde das Kulturmedium Uber
den Zellen abgenommen, zu gleichen Teilen mit frischem BME + 10% FCS + 0,5%
Penicillin/Streptomycin verdiinnt und bei 37°C im Wasserbad asserviert. Die Zellen
wurden zweimal mit 80 pl vorgewarmtem Dulbecco‘s PBS (1x) und einmal mit 80 pl
des entsprechenden OGD- bzw. Kontroll-Puffers gewaschen. Anschliel3end wurden
die Wells mit 100 pl des entsprechenden OGD- bzw. Kontroll-Puffers nach einem
festen Pipettierschema beflllt. Die entoxygenierten OGD-Puffer wurden besonders
sorgsam pipettiert, um zu vermeiden, dass sich wieder Sauerstoff I6sen konnte. Mit
jedem der OGD-Puffer OGD-N, OGD-A, OGD-K und OGD-G bzw. der Kontroll-Puffer
Kontrolle-N, Kontrolle-A, Kontrolle-K und Kontrolle-G wurden drei Vertiefungen der

96-well-Platte beflllt, um eine Dreifachbestimmung sicherzustellen. Die 96-well-
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Zellkultur-Platten mit den Kontroll-Puffern wurden als Kontrolle fir den Zeitraum von
einer bzw. drei Stunden bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Die 96-well-Zellkultur-
Platten mit den glukosefreien OGD-Puffern wurden in der OGD-Kammer fur 10
Minuten mit einem Gasgemisch aus 95% Stickstoff und 5% CO, begast und direkt
anschlieBend anaerob bei ebenfalls 37°C im Warmeschrank fur eine bzw. drei
Stunden inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 80
ul vorgewarmtem Dulbecco’'s PBS (1x) und einmal mit 80 pl des asservierten
Kulturmediums gewaschen. Die Vertiefungen wurden nun wieder mit 100 pl des
vorgewarmten, konditionierten Kulturmediums befullt und fur weitere 24 Stunden im
Zellkulturschrank inkubiert, bevor die Messungen des NO- und TNF-a-Gehaltes und
des mitochondrialen Umsatzes von MTT (siehe 2.2.6, 2.2.7 und 2.2.8) durchgefuhrt

wurden.

2.2.6 NO-Assay

Diese Methode geht auf die Beobachtungen von Peter Griess zuriick und
quantifiziert den Umbau von L-Arginin zu NO, wobei Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADP" und O, reduziert werden (Griess 1863). Sie wurde seit 1863 nur
geringfuigig modifiziert und stellt trotzdem auch heute noch ein Standardverfahren zur
Messung von NO bzw. seinen Derivaten in Uberstanden und biologischen
Flissigkeiten dar. Untersucht wurden 50 pl Zelliberstand der reinen Mikroglia-
Zellkulturen nach kombiniertem Sauerstoff-Glukose-Entzug Uber die festgelegten
Zeiten von einer bzw. drei Stunden und zusatzlich 24-stiindiger Inkubation mit
Zellkulturmedium bei 37°C und 5% CO, im Zellkulturschrank.

Im Vorfeld der Analysen wurden Losungen von 0,1% Naphthyl Ethylendiamin
Dihydrochlorid (Fluka® Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim)) in sterilem H,O
(Griess A) und 1% Sulfanilamid (Sigma-Aldrich, Deutschland (Steinheim)) in 5%
Phosphorsaure (H3PO4, (Merck KGaA, Deutschland (Darmstadt))) (Griess B)
angesetzt. Eine Stammlésung fur den Standard wurde aus 10 mM Natriumnitrit
(NaNO,, (Merck KGaA, Deutschland (Darmstadt))) in sterilem H,O erstellt. Die
Reagenzien wurden lichtgeschitzt bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das eigentliche

Griess-Reagenz wurde kurz vor Versuchsdurchfihrung hergestellt, indem eine
36



Losung aus Griess A und Griess B im Verhaltnis 1:1 hergestellt wurde. Mit dem
lichtempfindlichen NaNO, wurde im Versuchsaufbau eine Standardreihe erstellt, die
einen NO-Gehalt von 0 — 40 uM widerspiegelte. Dazu wurde die 10mM NaNO,-
Losung zunéachst vorverdinnt und dann in einem weiteren Verdinnungsschritt in
abfallendem Volumen (20 pl, 12 pl, 6 pl, 3 ul, 2 pl, 1 pl und O pl) in eine 96-well-
ELISA-Platte pipettiert, mit sterilem H,O auf 50 pl aufgefullt und lichtgeschutzt
abgedeckt. Jeweils 50 pl des Zelluberstandes der vorher im Rahmen des OGD-
Versuchs behandelten Zellen wurden nach einem festen Pipettierschema ebenfalls in
die 96-well-ELISA-Platte gegeben, genau wie 50 ul reines BME, das spater als
Referenzgréf3e dienen sollte. In alle beflllten Vertiefungen wurden zuséatzlich 100 pl
des zuvor zusammengestellten Griess-Reagenz gegeben. Nach zehnmindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur unter konsequenter Lichtreduktion wurde der
Umsatz des Griess-Reagenz photometrisch im ELISA-Absorptionsmesser bei 570
nm gemessen. Als ReferenzgroRe diente eine 50 ul Mediumkontrolle, die ebenfalls
zehn Minuten mit 100 pl Griess-Reagenz inkubiert wurde. Die Datenanalyse wurde
mithilfe des entwickelten Standardgraphen bzw. dessen zugehdriger Funktion
durchgefuhrt.

Die andere Halfte des Zelliberstandes wurde fur den geplanten TNF-a-ELISA (siehe
2.2.7) bei -80°C aufbewahrt. Die Vertiefungen in den 96-well-Zellkulturplatten wurden
umgehend mit 100 pl vorgewarmtem BME aufgefullt; direkt im Anschluss an den NO-

Assay wurde die aktuelle Zellzahl mithilfe des MTT-Assays (siehe 2.2.7) bestimmt.

2.2.7 MTT-Assay

Um die Vitalitat der Mikroglia nach ein- bzw. dreistiindiger OGD zu quantifizieren,
wurde unmittelbar nach der NO-Expressionsanalyse mittels Griess-Reagenz ein
MTT-Assay durchgefihrt. Dieser Zytotoxizitats-Test stellt durch die mitochondriale
Umsetzung von MTT lebende Zellen photometrisch messbar dar (Mosmann 1983).

Die Reagenzien fur den MTT-Assay wurden im Vorfeld hergestellt. Das MTT wurde
in einer 5 mg/ml Stammlésung in sterilem Dulbecco’s PBS (1x) angesetzt, mithilfe
eine Spritzenfilters steril filtriert und bei 4°C lichtgeschutzt gelagert. Der Lysis-Puffer

wurde aus den oben genannten Anteilen zusammengestellt und bei Raumtemperatur
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gelagert. SDS wurde entsprechend einer Konzentration von 20% in der Ldsung
abgewogen (w/v) und unter dem Abzug in einer Lésung aus jeweils 50% DMF und
sterilem H20 gelést. Wahrend die Lésung auf dem Magnetriihrer homogenisiert
wurde, wurden die 80%-ige Essigsaure (C2H402, (Riedel-de-Haén® Sigma-Aldrich
GmbH, Deutschland (Seelze))) und die 1IN HCI ergénzt. Der pH-Wert des Puffers
wurde mithilfe eines digitalen pH-Meters ermittelt und mit 1N HCI auf einen Wert von
pH 4,7 titriert.

Nach dem modifizierten Protokoll von Hansen et al. (Hansen et al. 1989) wurden 25
pl MTT (5 mg/ml Stammldsung) in den aus 100 pl Zellkulturmedium bestehenden
Zelluberstand direkt auf die Mikroglia-Kulturen gegeben. Nach zweistindiger
Inkubation bei 37°C und 5% CO, im Zellkulturschrank wurde die aquivalente Menge
Lysis-Puffer (125 pl) hinzugefiigt. Nach einer weiteren Inkubationsphase unter oben
genannten Bedingungen (ber Nacht wurde der MTT-Umsatz photometrisch im
ELISA-Absorptionsmesser bei 570 nm Wellenlange mit einer Referenzwellenlange
von 650 nm direkt aus der 96-well-Zellkulturplatte gemessen. Die Datenanalyse
erfolgte graphisch und umfasste die Mittelwert-Analyse unter Einbeziehung der
Standardabweichung (SD) und des Standardfehlers (SEM).

2.2.8 TNF-a-ELISA

Die Quantifizierung der TNF-a-Produktion erfolgte mit einem TNF-a-ELISA
(OptEIA™ TNF Set mouse, (BD Bioscience, USA)) aus je 25 pl Mediumiberstand.
Zur Vorbereitung wurde eine 96-well-ELISA-Platte mit dem TNF-a Erstantikorper in
der Verdinnung 1:250 gelost in ELISA-Coating-Puffer mit 100 pl pro Vertiefung
beschichtet. Die Platte wurde abgedeckt bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach drei
Waschschritten im 96-well-Platten-Wascher mit je 300 ul ELISA-Waschpuffer pro
Vertiefung wurde die 96-well-ELISA-Platte zum Blockieren freier Bindungsstellen bei
Raumtemperatur fir eine Stunde Verdunnungspuffer, bestehend aus Dulbecco’s
PBS (1x) + 10% FCS (pH 7,5), mit 200 ul pro Vertiefung inkubiert. Das FCS wurde
zuvor 30 Minuten bei 65°C hitzeinaktiviert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit
ELISA-Waschpuffer im  96-well-Platten-Wascher. Fur die Erstellung der
Standardverdiinnungen musste zunéchst das bei -80°C gelagerte Standardreagenz

(40 ng/ml) auf Raumtemperatur erwarmt werden. Die Verdinnung mit 1:40 in
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sterilem H,O brachte den Standard auf eine Ausgangskonzentration von 1000 pg/ml.
Nach grundlichem Mixen wurde eine serielle Verdunnungsreihe in
Verdinnungspuffer mit Standardkonzentrationen von 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml und 0 pg/ml erstellt. Der Standard und
die Mediumuberstande der OGD- bzw. Kontrollzellen wurden mit je 25 pl pro
Vertiefung nach einem festen Pipettierschema aufgetragen und die abgedeckte
Platte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde Die
Platte im 96-well-Platten-Wascher funfmal mit 300 pl Waschpuffer pro Vertiefung
gewaschen und grindlich abgesaugt. Der Zweitantikorper wurde in einer 1:1000
Verdiunnung in Verdunnungspuffer aufgenommen, mit 100 pl pro Reaktionsgefald
aufgetragen und fur eine Stunde lichtgeschutzt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
der Inkubation folgten sieben weitere Waschschritte im 96-well-Platten-Wascher mit
je 300 pl pro Vertiefung. Die TBM-Substratlosung (BD OptEIA™ TBM Substrate
Reagent Set, (BD Bioscience, USA)) aus gleichen Teilen Tetramethylbenzid
(Reagenz A) und Wasserstoffperoxid (Reagenz B) wurde wahrenddessen erstellt
und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur erwarmt. Nach grindlicher Mischung
wurden 100 pl pro Vertiefung aufgetragen. Die ELISA-Platte wurde fur 30 Minuten
lichtgeschutzt inkubiert. Nachdem 50 pl 1M H3PO,4 zum Reaktionsstopp zugegeben
wurden, konnte die Absorption innerhalb von 30 Minuten photometrisch im
Absorptionsmesser bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Referenzwellenlange von 570 nm gemessen werden. Die Auswertung erfolgte

anhand der erstellten Standardkurve.

2.2.9 Statistik

Die statistische Auswertung und Darstellung erfolgte im Programm GraphPad Prism
5 (GraphPad Software, Inc., USA). AusreiBer, die mehr als zwei
Standardabweichungen vom Mittelwert abwichen, wurden eliminiert (Barnett und
Lewis 1994). Alle Daten wurden mit einseitigem ANOVA und post-hoc-Test (Tukey's)
zum Nachweis von Unterschieden innerhalb einer Gruppe analysiert. Ein Ereignis mit
der Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% (*p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001) wurde
dabei als signifikant gewertet. Alle statistischen Ergebnisse in dieser Arbeit sind als

Mittelwert mit Standardfehler (SEM) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung von Mikroglia-Astrozyten-Mischkultu ren

Zur Untersuchung der Fragestellung wurden priméare Kulturen aus neugeborenen
Mausen (P1-P2) unter Praparations- und Wachstumsbedingungen angelegt, die eine
Mischpopulation aus Astrozyten und Mikroglia hervorbrachten. Um zu beobachten,
wie sich die murinen Astrozyten und Mikroglia in Kultur verhalten und welche
Inkubationsbedingungen sich positiv auf Wachstum und Uberleben der Kulturen
auswirken konnen, wurden die Kulturen Uber einen Zeitraum von 15 Tagen in
regelmalligen Abstanden mikroskopisch beurteilt. Die Fotodokumentation der
Astrozyten-Mikroglia-Mischkulturen nach dem Mediumwechsel an DIV 5, 10 und 15
zeigte die verschiedenen Entwicklungsstadien und die unterschiedlichen
Wachstumsgeschwindigkeiten der beiden Zellpopulationen (Abbbildung 5). So
konnte auch abgeschatzt werden, wann eine Isolierung von Mikroglia am effektivsten
durchzufihren wére.

Wahrend Astrozyten ab DIV 8-9 einen Rasen am Boden der Kulturflasche bildeten,
salBen Mikroglia der Astrozytenpopulation auf und integrierten sich Uber ihre
verzweigten Zellfortsatze in die Kultur. Es zeigte sich, dass eine konfluente
Astrozytenpopulation die Voraussetzung fir das verstarkte Wachstum von Mikroglia
ab DIV 8-10 war. An DIV 14-16 eigneten sich die Kulturen am besten zur Isolation
von Mikroglia. Die Ausbeute an Zellen war in Relation zur Dauer der Prozedur (siehe
2.2.2) und dem Aktivierungsstatus der Zellen nach der Isolierung zu diesem
Zeitpunkt am grof3ten.

Es lieRen sich pro Kulturflasche mit einer Oberflache von 75 cm?, in der 15 ml
Zellsuspension inkubiert wurden, im Durchschnitt 5x10° Mirkoglia isolieren. Diese
konnten anschlieRend in einer Konzentration von 2x10° Zellen pro ml neu ausplattiert

werden.
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Abb.5: Phasenkontrastmikroskopie der Entwicklung von Astro zyten-Mikroglia-Mischkulturen
a-b) DIV 5 (a: 10x, b: 20x) c-d) DIV 10 (c: 10x, d: 20x), e-f) DIV 15 (e: 10x, f: 20x). Mikroglia
erscheinen hell und heben sich von dem im Phasenkontrast dunklen Astrozytenrasen ab.
Sowohl die Population der Mikroglia als auch die der Astrozyten wird im Verlauf von 15 Tagen
stetig konfluenter, Die Skalierung entspricht 200um.

Insgesamt konnte man sehen, dass sich die Astrozyten-Mikroglia-Mischkulturen im
Inkubator bei 37°C und 5% CO; und einem Mediumwechsel an DIV 5, 10 und 15
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allesamt gut entwickelten und konfluent darstellten. Die Isolation von Mikroglia durch
Abschitteln lie3 sich nach diesem Zeitraum an DIV 16-18 am effektivsten

durchfuhren.

3.2  Mikrogliakulturen nach Isolation durch Abschiitt eln

Die Isolierung von Mikroglia aus Astrozyten-Mikroglia-Mischkulturen durch
Abschitteln ist mit mechanischem Stress fur die Zellen verbunden. Um
sicherzustellen, dass zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns alle Kulturen einen
identischen Aktivierungsstatus hatten, wurde dieser zunachst unmittelbar wahrend
und 12 und 24 Stunden nach der Prozedur uberprift und fotodokumentiert. Die
Streckung und Verastelung der Zellfortsatze wurde dabei als Mal3 flr den Grad der
Aktivierung herangezogen. Gestreckte und veréastelte Fortsatze lielRen auf einen

inaktiven Zustand der Zellen schlieRen.

Abb.6:

Isolierte Mikroglia nach Farbung mit
Trypan-Blau in der Neubauer-
Zahlkammer mit 2x10 ° Zellen/ml (10x)
Vitale Zellen stellen sich hell dar, tote
Zellen und Detritus werden dunkel

angefarbt.

Es zeigte sich, dass sich 24 Stunden nach der Isolierung durch Abschitteln alle
untersuchten Mikrogliakulturen wieder in inaktivem Zustand befanden und nach der
mikroskopischen Beurteilung keine Kultur aufgrund von noch aktivierten Zellen aus
den Experimenten ausgeschlossen werden musste.
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Abb.7: Mikrogliakultur mit 2x10 ° Zellen/ml 24 Stunden nach Isolation aus Mischkult  uren in a)

10x und b) 20x. Gut erkennbar sind die Streckung der Zellfortsédtze und die Verastelung der

Zellen untereinander. Die Skalierung entspricht 200pum.

3.3  Immunzytochemische Farbung von isolierten Mikro gliakulturen

Um zu zeigen, dass es sich bei den durch Abschutteln isolierten Zellen um Mikroglia
handelte, wurde eine immunzytochemische Farbung angefertigt. AuRerdem sollte so
festgestellt werden, ob durch die Prozedur auch anderes Zellmaterial und Detritus
mit abgelost wurden und in die isolierten und neu ausplattierten Zellkulturen
gelangen konnten.

Die Auszadhlung der gefarbten Zellen in sechs Gesichtsfeldern in 20-facher
VergroRerung zeigte, dass nur sehr wenige GFAP-positive Zellen, also Astrozyten,
nachweisbar waren. Die Uberwiegende Mehrheit der Zellen waren Iba-1-positive,
mikrogliale Zellen. Anderes Zellmaterial und Detritus konnten nicht identifiziert
werden. Die durch die Methode des Abschittelns gewonnenen Mikrogliakulturen
standen nach der Isolation demnach mit einer Reinheit von 99,16% zur Verfligung.
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Abb.8: Immunzytochemische Farbung reiner Mikrogliakulturen 24 Stunden nach Isolierung aus
Mischkulturen (63x) : a) Zellkerne (blau, DAPI), b) Mikroglia (grin, Iba-1), c) Astrozyten (rot,
GFAP), d) Uberlagerungsaufnahme. Alle vitalen Zellen mit angefarbtem Zellkern stellen sich
als Mikroglia dar. Die GFAP+ Signale entstehen durch Rauscheffekte. Die Skalierung
entspricht 20pum

Abb.9:

Immunzytochemische
Farbung eines Astrozyten

in isolierter Mikrogliakultur
(63x): Astrozyten (rot,
GFAP), Mikroglia (grin,
Ibal), Zellkerne (blau, DAPI).
Die Skalierung entspricht

20pum.

44



3.4  Mikrogliaaktivierung nach 3 Stunden Stimulation mit LPS

Die Stimulation von Mikroglia mit dem bakteriellen Zellwandbestandteil LPS ist ein
bewahrter Mechanismus zur Immunzell-Aktivierung (siehe 4.1.1). Auch im Rahmen
dieser Arbeit wurde die LPS-Stimulation exemplarisch Uber drei Stunden
durchgeflhrt. Ziel war es, das Ausmal’ der Aktivierung von Mikroglia einordnen zu
konnen und eine ReferenzgrofRe zur Intensitat der Stimulation durch OGD zu
erhalten. Ein gangiger Parameter fur die Mikrogliaaktivierung ist die Produktion von
Radikalen, insbesondere von NO. Um einen weiteren unabhangigen Parameter fir
die Aktivierung heranzuziehen, wurde desweiteren die TNF-a-Produktion im
Uberstand der Mikrogliakulturen quantifiziert. Um Varianzen in der Zelldichte zu
berticksichtigen, wurde fur den direkten Vergleich die absolute NO- bzw. TNF-a-
Produktion auf den jeweiligen MTT-Umsatz als Mal3 fur die jeweilige
Gesamtzellmenge normalisiert (NO/MTT, TNF-a/MTT).

Es zeigte sich erwartungsgemal eine signifikante Steigerung der NO-Produktion von
Mikroglia durch die Inkubation mit LPS. Allerdings wurde bereits in diesem
Experiment deutlich, dass auch der Entzug von Serum einen relevanten
Aktivierungsstimulus fir Mikroglia bezogen auf die NO-Produktion darstellt. Dieser
Effekt war beziglich der NO-Produktion sogar deutlich starker ausgepragt, als nach
der alleinigen Stimulation mit LPS unter den gewahlten Bedingungen (Abbildung 10
a)). Ein etwas anderes Bild zeigte sich bei der Analyse der mikroglialen Aktivierung
anhand der Messwerte fur TNF-a. Hier war die Synthese von TNF-a nach
dreistiindiger Inkubation mit LPS wesentlich starker ausgepragt als nach
dreistiindiger Aktivierung durch OGD. Dennoch zeigte sich auch hier bereits eine
deutliche Aktivierung durch den Serumentzug (Puffer N). Bemerkenswerterweise
verminderte allerdings der zusatzliche Entzug von Sauerstoff und Glukose im
Rahmen der OGD sowohl mit als auch ohne LPS und auch unter Serumentzug die
mikrogliale TNF-a-Synthese (Abbildung 10 b).
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a) NO/MTT nach drei Stunden b) TNF-a/MTT nach drei Stunden
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Abb.10: Vergleich der Aktivierung reiner Mikrogliakulturen in BME (10% FCS), nach LPS-
Stimulierung in BME und in Puffer N jeweils mit OGD und ohne OGD (Kontrolle) tber
drei Stunden bemessen anhand der a) NO-Produktion u nd b) TNF-a-Produktion
normalisiert auf die jeweilige Vitalitat der Mikrog liakultur (MTT-Wert) . Serumentzug allein
(NO/MTT = 76.3246, n=17) war fur die NO-Produktion ein signifikant starkerer Aktivator als die
LPS-Stimulierung in BME (NO/MTT = 10.9832, n = 7), starker noch als der kombinierte Entzug
von Serum, Sauerstoff und Glukose unter physiologischen Bedingungen (NO/MTT = 44.4697,
n = 18). Die NO-Produktion nach Stimulierung mit LPS war signifikant gesteigert im Vergleich
zur BME-Kontrolle (NO/MTT = 7.4877, n=4). In Bezug auf die Produktion von TNF-a war LPS
(TNF/MTT = 6475.88, n = 7) der signifikant potentere Aktivator als Serumentzug (TNF/MTT =
3379.61, n = 10) oder der kombinierte Entzug von Serum, Sauerstoff und Glukose (TNF/MTT
= 1097.47, n = 12). Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-hoc-Test (Tukey's), * p<0.05; **
p<0.005; *** p<0.001.

Insgesamt scheint TNF-a der empfindlichere Parameter in Bezug auf die
dreistindige Stimulation durch LPS zu sein, wadhrend sich eine zusétzliche
Aktivierung durch OGD lediglich in der mikroglialen NO-Produktion unter

serumhaltigen Bedingungen zeigt.

3.5 Einfluss von pH-Wert und OGD auf die Vitalitat ~ von Mikrogliakulturen

Der Einfluss des kombinierten Entzugs von Sauerstoff und Glukose (OGD) und der

Inkubation mit physiologischem, saurem, kaliumreichem bzw. glutamatergem Puffer
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auf die Vitalitat von Mikroglia sollte bestimmt werden, um eine eventuelle

Verfalschung der weiteren Messergebnisse durch verminderte Zellzahlen nach OGD

auszuschlieBen. Dazu wurde der Anteil lebender Zellen mittels MTT-Assay in den

verschiedenen Puffergruppen ermittelt.

Es zeigte sich dabei, dass sowohl nach einer Stunde als auch nach drei Stunden

OGD

keine signifikanten Unterschiede im Vergleich des MTT-Umsatzes, und damit

des Uberlebens, von Kontrollgruppe zu OGD-Gruppe innerhalb der jeweiligen

Puffersubstanz N, A, K oder G bestanden. OGD scheint demnach unter diesen

Bedingungen die Vitalitat von Mikrogliazellen nicht zu beeinflussen (Abbildung 11 a)

und b)).
a) MTT-Assay nach einer Stunde b) MTT-Assay nach drei Stunden
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Abb.11: Absolute Absorption (gemessen b ei 570nm) im MTT- Assay nach a) einer Stunde und b)

drei Stunden Inkubation in den Puffern N, A, K oder G mi  t/ohne OGD . Nach einer Stunde
war in allen Puffersubstanzen kein Einfluss von OGD (Puffer N = 0.26nm, n = 18, Puffer A =
0.2531nm, n = 16, Puffer K = 0.2623nm, n = 14, Puffer G = 0.2333nm, n = 15) auf die Vitalitat
der Mikroglia im Vergleich zur Kontrollbedingung (Puffer N = 0.2597nm, n = 19, Puffer A =
0.2375nm, n = 17, Puffer K = 0.267nm, n = 15, Puffer G = 0.2103nm, n = 15) erkennbar.
Nach drei Stunden wurde eine hochsignifikante Zellzahlverminderung in den Puffersubstanzen
mit pH 7,4 ohne OGD (Puffer N = 0.0739nm, n = 18, Puffer K = 0.1159nm, n = 18, Puffer G =
0.0672nm, n = 17) und mit OGD (Puffer N = 0.1124nm, n = 18, Puffer K = 0.0972nm, n = 18,
Puffer G = 0.082nm, n = 16) gegeniiber Puffer A mit pH 6,5 deutlich, jedoch ebenfalls nicht
zwischen OGD (Puffer A = 0.2428nm, n = 15) und Kontrollbedingungen (Puffer A =
0.1825nm, n = 15). Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-hoc-Test (Tukey's), * p<0.05; **
p<0.005; *** p<0.001.
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Desweiteren stellte sich heraus, dass die dreistiindige Inkubation unter
physiologischen, kaliumreichen bzw. glutamatergen Bedingungen (Puffer N, K und
G), die einen physiologischen pH von 7,4 gemeinsam hatten, die Vitalitat im
Vergleich zur einstlindigen Inkubation teilweise signifikant herabsetzte (Abbildung
12). Uberraschenderweise schien sich ein pH-Wert von 6,5 positiv auf die Vitalitat
von Mikroglia auszuwirken, da sich der MTT-Umsatz der mit der sauren
Puffersubstanz (Puffer A) inkubierten Zellen nach einer und drei Stunden nicht
signifikant voneinander unterschied. Es war dabei allerdings innerhalb des
dreistindigen Experiments ein signifikanter Unterschied der Vitalitdt der Mikroglia in
saurem Milieu (Puffer A) zu den Zellen, die in den Puffersubstanzen N, K und G mit
pH 7,4 inkubiert wurden, erkennbar. Diese Beobachtung konnte sowohl in der

Kontrollgruppe wie auch in der OGD-Gruppe gemacht werden (Abbildung 11 b).
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Kalium in pM 3 3 50 3
Glutamat in pM - - - 200

Abb.12: Vergleich der absoluten Absorptionen im MTT-Assay n ach einer bzw. drei Stunden
Serumentzug durch die Puffer N, A, Kund G . Hochsignifikante Unterschiede in der Zellzahl
nach Inkubation mit den Substanzen N, K und G (pH 7,4) wurden deutlich, wohingegen kein
signifikanter Unterschied unter sauren Bedingungen (Puffer A) bestand. Signifikanzen mittels

ANOVA bzw. Post-hoc-Test (Tukey's), * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.

Zusammenfassend konnte man sehen, dass OGD in den durchgefiihrten
Experimenten keinen Einfluss auf die Vitalitat von Mikroglia hatte, wohl aber die
Dauer der Inkubation und der pH-Wert der verwendeten Puffersubstanz. Eine
kirzere Inkubationszeit und saure Bedingungen (Puffer A) wirkten sich positiv auf

das Uberleben der Zellen nach der Inkubation ohne Serum aus.
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3.6  Aktivierung von Mikrogliakulturen gemessen an N O und TNF-a

Um zu untersuchen, ob saure, kaliumreiche oder glutamaterge Bedingungen das
Ausmal’ der Mikrogliaaktivierung durch den kombinierten Entzug von Sauerstoff und
Glukose beeinflussen, wurde die mikrogliale Aktivierung unter entsprechenden
Bedingungen mit Hilfe der Parametern NO und TNF-a gemessen. Um Varianzen in
der Zelldichte zu bericksichtigen, wurde die relative NO- bzw. TNF-a-Produktion
wieder auf den jeweiligen MTT-Umsatz als Mal3 fir die Gesamtmenge an Mikroglia
normalisiert (NO/MTT, TNF-a/MTT).

In der Untersuchung zeigte sich nach einer Stunde OGD in Bezug auf die NO-
Produktion kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und OGD-Gruppe.
Dennoch war unter kaliumreichen und glutamatergen Bedingungen (Puffer K und G)
tendenziell eine Zunahme der Aktivierung nach OGD zu beobachten (Abbildung 13
a). Deutlicher waren die Messergebnisse allerdings nach dem dreistiindigen OGD-
Experiment. Hier zeigte sich eine signifikante Abnahme der NO-Produktion nach
OGD  bei physiologischem pH und physiologischer  Kalium- und
Glutamatkonzentration (Puffer N). In der Tendenz zeigte sich dies auch fur
glutamaterge (Puffer G) und weniger deutlich auch fir saure Konditionen (Puffer A).
Bei zusatzlicher Inkubatuion mit Kalium (Puffer K) war die Synthese von NO in OGD-

und Kontrollgruppe vergleichbar (Abbildung 13 b).
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a) relative NO-Produktion nach einer Stunde b) relative NO-Produktion nach drei Stunden
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Abb.13: Vergleich von Aktivierung der NO-Produktion (ermitt elt im Griess-Assay) bezogen auf

die Vitalitat der jeweiligen Zellpopulation (bemess  en am MTT-Umsatz) nach a) einer

bzw. b) drei Stunden Inkubation mit den Puffersubst  anzen N, A, K und G mit/ohne OGD .
Nach einer Stunde wurden nach OGD Aktivierungstendenzen in allen Puffersubstanzen N
(NO/MTT = 41.5896, n = 16), A (NO/MTT = 26.7738, n = 15), K (NO/MTT = 58.8545, n = 14)
und G (NO/MTT = 55.2134, n = 14) erkennbar. Nach drei Stunden zeigte sich eine signifikante
Deaktivierung nach zusatzlicher OGD unter physiologischen Bedingungen (NO/MTT =
44.4697, n = 18). Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-hoc-Test (Tukey's), * p<0.05; **
p<0.005; *** p<0.001.

Bei der Analyse der Mikrogliaaktivierung mittels TNF-a-Konzentration zeigte sich
nach einer Stunde OGD in Kombination mit physiologischen, sauren oder
kaliumreichen Bedingungen (Puffer N, A und K) keine signifikante Aktivierung im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Allerdings wurde eine Aktivierungstendenz
unter glutamatergen Bedingungen (Puffer G) ohne einen zusatzlichen Entzug von
Sauerstoff und Glukose deutlich (Abbildung 14 a). Nach drei Stunden OGD war,
ahnlich wie bei der NO-Produktion, eine signifikant verminderte Produktion von TNF-
a unter OGD-Bedingungen bei physiologischen Konzentrationen von Kalium,
Glutamat und physiologischem pH (Puffer N) zu beobachten. Bei Anderung des
Milieus durch Inkubation mit dem sauren oder glutamatergen Puffer (Puffer A oder G)
zeigte sich dieses Muster in geringerem Ausmald ebenfalls. Kaliumreiche
Bedingungen (Puffer K) fihrten in Kombination mit dreistindiger OGD zu einer
tendenziell verstarkten Aktivierung gemessen an der Produktion von TNF-a
(Abbildung 14 b).
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a) TNF-a-Produktion nach einer Stunde

b) TNF-a-Produktion nach drei Stunden
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Abb.14: TNF-a-Produktion normalisiert auf die Vitalitat der jeweiligen Zellpopulation ~ (MTT-
Assay), Vergleich von Akt ivierungseigenschaften nach a) einer bzw. b) drei Stunden

Inkubation mit den Puffern N, A, Ku nd G mit/ohne OGD . Nach einer Stunde war keine
Aktivierung in den Puffersubstanzen N, A und K erkennbar und nach zuséatzlicher Stimulierung
mit Glutamat nur unter Kontrollbedingungen (TNF/MTT = 4310.9, n = 14). Nach drei Stunden
wurde nach OGD eine signifikante Deaktivierung in der Puffersubstanz N (TNF/MTT =
1097.47, n = 12), A (TNF/MTT = 693.206, n = 12) und eine Deaktivierungstendenz in Puffer G
(TNF/MTT =4379.74, n = 12) im Vergleich zur Kontrollpopulation deutlich. Signifikanzen

mittels ANOVA und t-Test (ungepaart), * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.

Es zeigten sich, parallel zu der Untersuchung der mikroglialen NO-Produktion, TNF-
a-Konzentrationen unter glutamatergen Bedingungen, die unabhangig von dem
allen

Sauerstoff und Glukose

erhoht

kombinierten Entzug von und gegentber

Vergleichsgruppen generell waren. Die Ergebnisse fir eine hohe
Kaliumkonzentration im Puffer waren dagegen widerspruchlich. Hier stellte sich eine

Zunahme der TNF-a-Produktion, aber Abnahme der NO-Produktion dar.

Insgesamt zeigte sich zum einen, dass OGD unter physiologischen Bedingungen
anders als erwartet, nicht zu einer Aktivierung, sondern zeitabhangig tendenziell zu
einer Deaktivierung mikroglialer Zellen fuhrte. Zum anderen wurde deutlich, dass die
Mikrogliaaktivierung unter unphysiologischen Bedingungen andere Charakteristika
aufwies als unter physiologischen Konditionen. So lie3en sich Mikroglia in saurem
Milieu (Puffer A) nicht mehr durch OGD deaktivieren und glutamaterge Bedingungen

fuhrten unabhangig vom Sauerstoff-Glukose-Entzug zu einer Aktivierung.

51



3.7 OGD-spezifische Effekte in NO-Produktion nach e  iner Stunde

Zur Untersuchung der spezifischen Effekte von OGD als Stimulus auf die mikrogliale
Produktion von NO in Abhangigkeit von der Zeit der Inkubation wurden die
Messwerte nach einer Stunde und nach drei Stunden miteinander verglichen. Zuvor
wurde die absolute NO-Produktion auf die entsprechende Kontrollgruppe ohne OGD
normiert.

Es zeigte sich, dass nach einer Stunde OGD eine spezifische Aktivierungstendenz in
allen Puffersubstanzen bestand. In Kombination mit dem glutamatergen Puffer
(Puffer G) hatte der kombinierte Entzug von Sauerstoff und Glukose einen
signifikanten spezifischen Effekt. Auch unter kaliumreichen Bedingungen (Puffer K)
war die NO-Produktion nach OGD tendenziell starker erhoht, wahrend unter
physiologischen und sauren Bedingungen (Puffer N und A) die NO-Produktion
weniger stark aktiviert war (Abbildung 15).
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Abb.15: Absolute NO-Produktion nach einer bzw. drei Stunden OGD normalisiert auf die

jeweilige Kontrolle , angegeben als prozentualer Anteil. Es zeigte sich, dass nach einer
Stunde OGD in allen Puffern eine NO-Produktion von tber 100% der Kontrollpopulation
vorlag, besonders bei paralleler Inkubation mit Glutamat (395.012% der Kontrollpopulation, n
= 15) und mit Kalium (290.948% der Kontrollpopulation, n = 14). Im Vergleich war au3erdem
die NO-Produktion fiir Mikroglia in Puffer G nach einer Stunde OGD signifikant gegentiber der
Produktion nach drei Stunden OGD (71.7604% der Kontrollpopulation, n = 16) erhéht. Nach
drei Stunden waren in allen Puffersubstanzen keine OGD-spezifischen Effekte auf die
mikrogliale NO-Produktion erkennbar. Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-hoc-Test
(Tukey's), * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.
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Der einstindige Entzug von Sauerstoff und Glukose schien demnach ein
ausreichender Aktivator fur die mikrogliale Produktion von NO zu sein, besonders in
Zusammenhang mit periischdmisch erhéhtem Kalium und Glutamat. Im Vergleich
dazu war nach drei Stunden OGD kein OGD-spezifischer Effekt mehr auf die
absolute NO-Produktion der Zellen erkennbar (Abbildung 15). Eine erhohte NO-
Produktion nach Aktivierung scheint demnach auf eine frihe mikrogliale Reaktion

schlielRen zu lassen.

3.8 OGD-spezifische Effekte in TNF- a-Produktion nach drei Stunden

Um den OGD-spezifischen Effekt auf die mikrogliale Produktion und Freisetzung von
TNF-a zu erkennen, wurden die absoluten TNF-a-Messwerte in Relation zum
jeweiligen Kontrollwert gesetzt und anschliel3end graphisch als prozentualer Anteil
der Produktion der Kontrollgruppe dargestellt.

Nach der dreistiindigen Inkubation zeigte sich ein stimulierender Effekt auf die
mikrogliale Produktion von TNF-a bei gleichzeitig erhdhtem Kalium und Glutamat
(Puffer K und G). Im physiologischen und sauren Milieu (Puffer N und A) wurden
dagegen keine OGD-spezifischer Effekte in der TNF-a-Synthese sichtbar (Abbildung
16).
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Abb.16:Absolute TNF- a-Produktion nach einer bzw. drei Stunden OGD normal isiert

auf die jeweilige Kontrolle (als prozentualer Antei | angegeben) . Es zeigte sich eine TNF-
a-Produktion von 152,6% der Kontrollpopulation (n = 10) nach drei Stunden OGD und
paralleler Inkubation mit kaliumreichen Puffer (Puffer K), die gegeniber der Inkubation mit
dem physiologischen Puffer N (46.7312% der Kontrollpopulation, n = 12) hochsignifikant
erhoht war. AuRBerdem wurde eine verstarkte TNF-a-Produktion von 120.213% der
Kontrollpopulation (n = 12) nach drei Stunden OGD und gleichzeitiger Inkubation mit Glutamat
(Puffer G) deutlich. Nach einer Stunde war keine signifikant vermehrte Synthese von TNF-a
messbar. Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-hoc-Test (Tukey's). * p<0.05; ** p<0.005; ***
p<0.001.

Beim Vergleich der normalisierten absoluten TNF-a-Werte nach einer Stunde OGD
zeigte sich unter physiologischen und pathologisch veranderten Pufferbedingungen
eine tendenziell reduzierte, aber nicht signifikante Aktivierung (Abbildung 16). Der
dreistiindige Entzug von Sauerstoff und Glukose dahingegen zeigte sich in
Kombination mit pathologisch erhéhtem Kalium und Glutamat als potenter Aktivator
der mikroglialen TNF- a-Produktion. Eine einstindige OGD stellte demnach im
Gegensatz zum Entzug von Sauerstoff und Glukose Uber drei Stunden offensichtlich
keinen ausreichenden Stimulus fur die mikrogliale Synthese von TNF-a dar. TNF-a

scheint, anders als NO, erst bei langeren Ischamiezeiten sezerniert zu werden.
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3.9  Aktivierung von Mikrogliakulturen durch Serumen tzug

Die Inkubation mit den Puffersubstanzen N, A, K und G mit und ohne kombinierter
OGD ging durch den Austausch des BME N&hrmediums uber eine oder drei Stunden
gleichzeitig mit dem Entzug von FCS einher. Um nun den reinen Einfluss des
Serumentzugs zu ermitteln, wurde die NO-Produktion bzw. die TNF-a-Produktion
bezogen auf den entsprechenden mikroglialen MTT-Umsatz als Mal3 fur die
Aktivierung der Mikroglia eingesetzt. Betrachtet wurden die Werte der
Kontrollgruppen unter physiologischen, sauren, kaliumreichen und glutamatergen
Bedingungen.

Der Vergleich der jeweiligen Kontrollgruppen untereinander zeigte, dass allein durch
den dreistindigen Serumentzug unter physiologischen und glutamatergen
Konditionen (Puffer N und G) die Aktivierung der mikroglialen NO-Produktion im
Vergleich zum einstindigen Entzug von Serum signifikant potenter war. Auch die
Inkubation im kaliumreichen Milieu (Puffer K) tUber drei Stunden zeigte eine hdhere
Aktivierungstendenz als die Inkubation Uber eine Stunde, wahrend unter sauren
Bedingungen (Puffer A) kein Einfluss der Inkubationslange auf die Produktion von
NO erkennbar war (Abbildung 17).
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pH T4 6,5 T4 74
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Glutamat in pi - - - 200

Abb.17:NO-Produktion der Kontrollen (ohne OGD) der Puffer N, A, K und G normalisiert auf den
zugehorigen MTT-Wert nach einer bzw. drei Stunden a  lleinigem Serumentzug . Nach drei
Stunden Inkubation war unter physiologischen Bedingungen (Puffer N, NO/MTT = 76.3246,
n = 17) und bei paralleler Inkubation mit Glutamat (Puffer G, NO/MTT = 96.8661, n = 17) eine
signifikant stérkere Aktivierung der mikroglialen NO-Produktion zu erkennen als nach einer
Stunde (Puffer N, NO/MTT = 31.8351, n = 18 und Puffer G, NO/MTT = 33.8357, n = 15).
Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-hoc-Test (Tukey's), * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.
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In Bezug auf die Synthese von TNF-a zeigten sich zu NO parallele
Aktivierungstendenzen in den Mikrogliakulturen. Allerdings konnte man auch sehen,
dass Glutamat als zusatzlicher Stimulator neben dem Entzug von Serum bereits
nach einer Stunde zu einer verstarkten Aktivierung der Produktion von TNF-a flhrte
(Abbildung 18).
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Abb.18: TNF-a-Produktionen der Kontrollen (ohne OGD) der Puffer N, A, K und G normalisiert

auf den zugehdrigen MTT-Wert nach einer bzw. drei S  tunden alleinigem Serumentzug.
In der Puffersubstanz N war nach drei Stunden (TNF/MTT = 3339.61, n = 10) Inkubation eine
signifikant stérkere Aktivierung der mikroglialen TNF-a-Produktion zu erkennen als nach einer
Stunde (TNF/MTT = 1419.57, n = 18). Verstarkte Aktivierungstendenzen nach dreistindigem
Serumentzug lagen auch bei gleichzeitiger Inkubation mit Kalium (TNF/MTT = 2098.99, n =
13) und Glutamat (TNF/MTT = 4773.86, n = 12) vor. Signifikanzen mittels ANOVA bzw. Post-
hoc-Test (Tukey's), * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.

Aul3erdem stellte nach der dreistiindigen Inkubation in physiologischem, saurem und
glutamatergem Milieu (Puffer N, A und G) der alleinige Serumentzug einen
tendenziell starkeren Aktivierungsmechanismus der mikroglialen NO-Produktion dar
als die Kombination von Serumentzug und OGD (Abbildung 13 b). Die Zugabe von
Kalium (Puffer K) bewirkte in Kombination mit drei Stunden OGD keine Veranderung
in der NO-Produktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Kombination von
Serumentzug unter physiologischen, kaliumreichen und glutamatergen Bedingungen
und OGD UUber eine Stunde steigerte dagegen die NO-Produktion der

Mikrogliakulturen.

Fur die TNF-a-Produktion bedeutete die Kombination von Serumentzug und OGD
nach einer Stunde keine Veradnderung in physiologischer, saurer und kaliumreicher
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Umgebung (Puffer N, A und K). Die zusatzliche Inkubation mit Glutamat fihrte in der
Kontrollgruppe zu einer vermehrten TNF-a-Synthese, wahrend nach OGD TNF-a auf
dem Niveau der anderen Puffersubstanzen lag (Abbildung 14 a). Im dreistiindigen
Versuchsaufbau bewirkte der Entzug von Serum, Sauerstoff und Glukose nur im
kaliumreichen Puffer (Puffer K) eine gesteigerte TNF-a-Produktion. Unter
physiologischen, sauren und glutamatergen Bedingungen (Puffer N, A und G) zeigte
sich tendenziell eine verminderte Stimulation nach OGD im Vergleich von
Kontrollgruppe und OGD-Gruppe (Abbildung 14 b).

Insgesamt wurde deutlich, dass das Ausmal3 der mikroglialen Aktivierung, gemessen
an der Produktion von NO und TNF-a, positiv mit der LAnge des Serumentzugs
korrelierte. Dies galt insbesondere unter physiologischen und glutamatergen
Bedingungen, weniger stark auch bei paralleler Stimulation durch pathologisch
erhohtes Kalium. In Bezug auf die Messung von TNF-a fuhrte die Zugabe von
Glutamat (Puffer G) sowohl nach einer Stunde wie auch nach drei Stunden zu einer
per se erhéhten Freisetzung bereits unter serumfreien Bedingungen. Im Vergleich zu
den in BME inkubierten Zellkulturen ohne Serumentzug zeigte sich allerdings, dass
die mikroglialen Aktivierungsparameter NO und TNF-a bereits nach einstindiger
Inkubation mit serumfreiem Puffer um ein Vielfaches erhdht waren (Abbildung 10 a
und b).
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4 Diskussion

Ziel meiner vorliegenden Arbeit war die in vitro Untersuchung des
Aktivierungsmusters muriner Mikrogliazellen durch Sauerstoff-Glukose-Deprivation
unter unphysiologischen metabolischen Bedingungen, wie sie im ischamischen
Schlaganfall in vivo auftreten. Meine Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit
durchgeflihrten Experimente zeigen zum einen, dass sich eine Azidose (pH 6,5)
protektiv auf das mikrogliale Uberleben auswirkt. Zum anderen konnte ich
nachweisen, dass Sauerstoff-Glukose-Entzug unter physiologischen Bedingungen
zeitabhéngig zu einer relativen Deaktivierung mikroglialer Zellen fuhrt. Allerdings
hemmt eine Azidose diesen Effekt und eine glutamaterge Umgebung fuhrt
unabhangig vom Sauerstoff-Glukose-Entzug zu einer generellen Steigerung des
Aktivierungsniveaus. Wichtig fur die Beurteilung zukUnftiger Experimente ist, dass
das Ausmald der mikroglialen Aktivierung positiv mit der Lange der Inkubation in
serumfreiem Medium korreliert. Allerdings ist auch hier nachzuweisen, dass eine

Azidose die Aktivierung durch Serumentzug hemmt.

4.1  Modell und Methoden zum Schlaganfall  in vitro

4.1.1 Das in vitro Modell zum ischamischen Schlaganfall

Diese Arbeit beschaftigte sich mit der postischamischen Entziindung, genauer mit
der Rolle aktivierter Mikrogliazellen unter ischdmischen Bedingungen und in
inflammatorischen Prozessen. Das im Vorfeld der praktischen Versuche entwickelte
in vitro Modell zum ischamischen Schlaganfall basierte auf der Grundidee, eine
Betrachtung von Zellen unabhéngig von ihren Zellverbanden und die Beeinflussung

verschiedener Parameter zu erlauben. Dazu wurden reine Mikrogliakulturen
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verwendet, die vor und nach dem Entzug von Sauerstoff und Glukose in Astrozyten-
konditioniertem N&ahrmedium gehalten wurden. Die Simulation der metabolischen
Verdanderungen sollte die pathologischen Bedingungen moglichst realistisch
darstellen kdnnen.

Der Vorteil eines solchen Modells besteht darin, dass man einzelne Parameter
variieren und ihren Einfluss isoliert beobachten kann. Es erlaubt aul3erdem die
Beobachtung von Zellpopulationen unabhangig von ihren Zellverbanden und der
Beeinflussung der physiologischen Blut-Hirn-Schranke (Whittingham et al. 1984). Die
Aktivierung von Mikroglia als Folge eines ischamischen Schlaganfalls oder anderer
entztindlicher Pathologien setzt in vivo ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Zelltypen und Mediatoren voraus (Huang et al. 2006).

Auch Kauschal und Schlichter (2008) sahen diese Vorteile des OGD-
Schlaganfallmodells, nachdem sie zuvor vergleichende OGD-Experimente
durchgefuhrt haben und teilweise unterschiedliche Resultate als vorangegangene
Experimente erhielten, die auf der Stimulation der Zellen durch LPS basierten. Im
Unterschied zu dem entwickelten Modell dieser Arbeit wurden jedoch in den
Modellen von Kauschal und Schlichter bzw. auch von Lai und Todd (2006) Co-
Kulturen aus Neuronen und Astrozyten durch OGD stimuliert und anschlielRend mit
Mikrogliakulturen im Transwell inkubiert. Ein modifiziertes Modell nach der Idee von
Kauschal und Schlichter, das auf der indirekten Stimulation der Mikroglia durch
OGD-behandelte Neuronen-Astrozyten-Kulturen im Transwell und der zusatzlichen
Inkubation mit OGD-Puffern basiert, kbnnte zuklnftig eine methodische Erweiterung
der Versuchsreihen darstellen. Durch die isolierte Untersuchung mikroglialer Aktivitat,
wie sie auch in meiner Arbeit erfolgte, kdnnte ein weiterer Beitrag zum Verstandnis

der Rolle dieser Zellpopulation im Entziindungsgeschehen geleistet werden.

4.1.2 Effekte von LPS im in vitro Schlaganfallmodell

Die Verwendung von bakteriellem LPS ist ein bekannter und verbreiteter
Mechanismus eine Entzindungsreaktion hervorzurufen und die Zellkulturen so in
vitro zu stimulieren (Nakamura et al. 1999). Dabei werden mikrogliale CD14-
Rezeptoren aktiviert, die Uber Toll-Like-Rezeptor-4 (TLR-4) eine intrazellulare

Signalkaskade in Gang setzten und tUber Mediatoren wie TNF-a und verschiedene
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Interleukine zu einer Aktivierung der Zellen fihren. Gleichzeitig fuhrt TNF-a bei der
LPS-vermittelten Stimulation autokrin zu einer vermehrten Produktion von CD14
(Nadeau und Rivest 2000; Murphy et al. 2008). In verschiedenen in vitro
Schlaganfallmodellen, die LPS zur Simulation einsetzten, wurden Aktivitatsparameter
bestimmt und dabei unter anderem eine vermehrte mikrogliale NO-Produktion
gesehen (Kaushal und Schlichter 2008). Auch die mikrogliale TNF-a-Produktion nach
Aktivierung durch LPS war in anderen Experimenten doppelt so hoch ausgepragt wie
nach der Stimulation durch OGD, was die Zuverlassigkeit dieses
Aktivierungsmechanismus bestatigt (Chock und Giffard 2005).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Stimulation von Mikrogliakulturen mittels
LPS durchgefihrt und dann als Positivkontrolle fir alle angewandten Messmethoden
eingesetzt. Dennoch wurde auch im Rahmen meiner Versuche ersichtlich, dass der
kombinierte Entzug von Sauerstoff und Glukose das modernere Modell zum
Schlaganfall in vitro darstellt und der alleinigen Verwendung von Substanzen wie
LPS Uberlegen ist (Hanisch und Kettenmann 2007; Kaushal und Schlichter 2008).
Die Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls auf zellularer Ebene und die
peri- und postischamischen Ereignisse konnen realistischer simuliert werden, da im
Gegensatz zu bakteriellen Noxen die Rolle von Sauerstoff und Glukose bei der
Aktivierung von Mikroglia im Mittelpunkt steht, wie es auch in vivo der Fall ist (Dwyer
et al. 2008). Hinzu kommt, dass weitere Parameter, wie ein veranderter pH-Wert
oder verschobene Elektrolytverhaltnisse, problemloser in das Modell integriert
werden konnen, da nicht mit Interaktionen zwischen verschiedenen Substanzen zu

rechnen ist.

4.1.3 Methoden und Prozeduren zur Isolierung von Mikrogliakulturen

Chock und Giffard (2005) verglichen die Vitalitdt und Aktivitatsparameter wie TNF-a
von mikroglialen Zellkulturen unterschiedlichen Alters, nachdem sie diese Uber
verschiedene Mechanismen wie Serumentzug, OGD und/oder LPS stimuliert haben.
Sie sahen sowohl einen vermehrten apoptotischen Zelluntergang wie auch eine
hohere Aktivierbarkeit von Mikrogliakulturen, die nach der Isolierung aus
Mischkulturen nur Uber einen kurzen Zeitraum von wenigen Tagen als Monokultur

gehalten wurden. Mikrogliakulturen, die Uber einen langeren Zeitraum von 14 bis 17
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Tage isoliert kultiviert wurden, zeigten in den Experimenten von Chock und Giffard
eine deutlich geringere Empfindlichkeit gegentber einer in vitro Ischamie. Die
Versuche der vorliegenden Arbeit wurden deshalb alle an Mikrogliakulturen
durchgeflhrt, die an DIV 16 bis 18 aus den Mischkulturen isoliert und anschlieend
fur 24 Stunden inkubiert wurden.

Die Préaparation kortikaler Mikroglia und Astrozyten nach dem modifizierten Protokoll
von McCarthy und de Vellis (1980) brachte bestandig wachsende Mischkulturen
hervor. Das Abschitteln der Mikroglia an DIV 16 bis 18 gestaltete sich jedoch
teilweise schwierig, da sich das an Frei et al. (1986) angelehnte Protokoll zwar im
Vergleich zu anderen Methoden, wie beispielsweise die von Saura et al. (2003)
beschriebene Trypsinierung, besonders in Hinblick auf die Standardisierung der
Zellzahlen, als Uberlegen erwies, die Ausbeute von Zellen aber sehr variierte. Die
Anzahl von Mikroglia aus einer Kulturflasche war von Versuch zu Versuch sehr
unterschiedlich, sodass die Gesamtzellmenge einer Kultur teilweise nicht fur die
Durchfihrung eines OGD-Versuches ausreichte. Dieses Problem wurde bereits 2007
von Floden und Combs beschrieben, mit dem Hinweis, dass es durch die Methodik
zu Unregelméafigkeiten im Versuchsablauf und der zeitlichen Planung kommen kann.
Zusatzlich wirde die Standardisierung des Verfahrens dadurch erschwert werden.
Trotzdem zeigte sich, dass alle Mikrolgiakulturen 24 Stunden nach der lIsolation
identische Ausgangsformen fir die OGD-Experimente erreichten; die Mehrzahl der
Zellen lag in der ramifizierten Form vor, was fir einen niedrigen Aktivierungsstatus
der Zellen spricht (Giulian und Baker 1986). Auch die exemplarische
immunzytochemische Farbung zeigte, dass der Reinheitsgrad der Mikrogliakulturen
sich mit der in der Literatur beschriebenen Ausbeute von 95% Mikroglia deckte bzw.
mit einem mikroglialen Zellanteil von > 99% sogar daruber lag (Frei et al. 1986;
Giulian und Baker 1986).

Um die gesamte zeitliche Versuchsplanung verlasslicher und konstanter zu gestalten
und um Verfalschungen der Ergebnisse durch unterschiedlich aggressive
Prozeduren zu vermeiden, koénnte man in weiteren Versuchen allerdings die
Verwendung von Zelllinien erwagen. Eine geeignete Linie ware beispielsweise die
Zelllinie BV-2, die in ihren Eigenschaften den Eigenschaften von isolierten
Mikrogliakulturen sehr ahnlich ist und deshalb die Experimente mit aktivierten
Mikroglia ermdglicht (Blasi et al. 1990; Bocchini et al. 1992).
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4.2  Mikrogliale Aktivierung durch OGD

4.2.1 Alleinige OGD ist kein ausreichender Aktivator fiir Mikroglia

Anders als bisher angenommen stellte sich der kombinierte Entzug von Sauerstoff
und Glukose in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten nicht als
potenter Aktivator von Mikroglia dar. Zwar konnten nach einer Stunde OGD
Aktivierungstendenzen fir die mikrogliale NO-Produktion nachgewiesen werden,
jedoch verblasste dieser Effekt nach drei Stunden OGD und war insgesamt sehr viel
geringer ausgepragt, als zunachst erwartet. Teilweise wurden sogar
Deaktivierungstendenzen in Bezug auf die mikrogliale NO-Produktion nach drei
Stunden Inkubation in serumfreiem Puffer in Kombination mit OGD sichtbar. Ein
Erklarungsansatz hierfur konnte der beobachtete, zeitabhangige Effekt des
Serumentzuges auf die Vitalitdt der Mikrogliakulturen sein (siehe 3.5).

Fur die mikrogliale Produktion von TNF-a reichte die direkte Aktivierung durch
einstindige OGD nicht aus und auch nach drei Stunden OGD bzw. Serumentzug
wurden auch nur verhaltnismafig geringe Effekte deutlich.

Im Gegensatz dazu beobachteten Kauschal und Schlichter, dass die indirekte OGD-
Exposition in ihrem in vitro Modell sich nicht auf die mikrogliale Produktion von NO
auswirkte, wahrend eine erhdhte Konzentration von TNF-a in ihrer Arbeit sehr wohl
als OGD-induzierter Effekt beschrieben wurde. Eine Inkubation von nicht-
ischamischen Mikroglia mit ischamischen Astrozyten im Transwell-Experiment fuhrte
zu einer zeitabhangigen Erh6hung der mikroglialen Produktion von TNF-a (Kaushal
und Schlichter 2008). Diese Ergebnisse lassen aufRerdem den Schluss zu, dass
Mikroglia tatsachlich auch durch die Ischamie selbst und nicht ausschlief3lich durch
astrozytar produzierte Mediatoren beeinflusst werden. Chock und Giffard (2005)
konnten in ihren Experimenten an mikroglialen Kulturen ebenfalls eine ansteigende
Konzentration von TNF-a messen, die positiv mit der Dauer der OGD korrelierte.
Insgesamt befanden sich die absoluten Messwerte flr NO in der Arbeit von Kauschal
und Schlichter im Bereich von 10 — 20 uM, wobei die Messmethodik dort mit den
Methoden dieser Arbeit vergleichbar war. Die Zelldichte der in den Experimenten von
Kauschal und Schlichter verwendeten Zellkulturen war dabei mit 2 Mio. Zellen pro ml
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im Vergleich zu den Kulturen dieser Arbeit allerdings 10-mal hoéher. Die mittleren
Messwerte fur die absolute NO-Produktion, die sich im Rahmen dieser Arbeit
zwischen 3 und 18 pM bewegten, scheinen vor diesem Hintergrund also
vergleichsweise hoch. Dennoch muss der unterschiedliche Mechanismus zur
Stimulation in den beiden Experimenten berticksichtigt werden. Prinzipiell kann man
nach direkter OGD-Exposition der Mikrogliakulturen, wie es in der vorliegenden
Arbeit der Fall war, eine verstarkte Aktivierung im Vergleich zur indirekten Stimulation
bei Kauschal und Schlichter erwarten.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Kauschal und Schlichter und parallel zu den
Resultaten dieser Arbeit stellten auch Lai und Todd (2008) eine vermehrte
mikrogliale Produktion von NO nach OGD-Aktivierung fest. Nach der indirekten
Aktivierung durch eine Inkubation mit prakonditioniertem Medium OGD-gestresster
Neurone beschrieben sie ebenfalls einen Anstieg von TNF-a, den die allerdings nur
nach kurzer OGD fur 30 min, nicht aber nach einer Exposition tUber zwei, vier und
sechs Stunden beobachteten. Der spate Anstieg der Konzentration von TNF-a nach
drei Stunden direkter OGD und Zugabe von Kalium bzw. Glutamat, wie er in dieser
Arbeit gesehen wurde, verhalt sich also wiederum entgegengesetzt. Die Ergebnisse
der hier durchgefuihrten Experimente decken sich demnach teilweise mit den
Beobachtungen von vorangegangenen Arbeiten, wobei die Folgen einer kurzfristigen
OGD-Exposition eine NO-Synthese zu sein scheint und die Stimulierung langfristig
eine Produktion von TNF-a bewirkt, welches dann fur die Ausbildung einer

postischamischen Entziindungsreaktion von Bedeutung ist (siehe 4.7.3).

4.2.2 Vergleich von LPS und OGD als Aktivatoren von Mikroglia

Die Stimulation reiner Mikrogliakulturen mit LPS wirkte sich in den Versuchen dieser
Arbeit im Vergleich zur Stimulation durch Serumentzug bzw. OGD in Kombination mit
Serumentzug unterschiedlich auf die Produktion und Freisetzung von NO bzw. TNF-
a aus. Wahrend nach dreistindiger Stimulation mit LPS die mikrogliale NO-
Produktion signifikant geringer ausgepragt war als nach der Stimulation durch
Serumentzug oder kombinierten Entzug von Serum, Sauerstoff und Glukose uber
drei Stunden, zeigte sich in Bezug auf die Synthese von TNF-a eine signifikante

Steigerung der Aktivitat der Mikroglia durch LPS (siehe Abbildung 10).
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Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen beobachteten Chock und Giffard (2005) eine
verglichen mit LPS gesteigerte Aktivierung der TNF-a-Produktion nach OGD. Dabei
wurden die Mikrogliakulturen in ihren Experimenten Uber einen Zeitraum von 24
Stunden mit LPS in einer Konzentration von 10 pug/ml stimuliert. In den Experimenten
dieser Arbeit wurde LPS hingegen lediglich drei Stunden in einer Konzentration von
100 ng/ml eingesetzt, was einer 100-fach geringeren Dosis entspricht. Vergleicht
man dennoch die absoluten TNF-a-Messwerte beider Arbeiten miteinander, sind die
Konzentrationen von TNF-a in den Experimenten von Chock und Giffard bei
vergleichbarem Alter der Zellkulturen und nach der Stimulierung mit LPS um ein
Vielfaches niedriger. Auch die dreistindige OGD aus den Experimenten der
vorliegenden Arbeit fihrt im Vergleich zu dem Uber acht bzw. 18 Stunden dauernden
Entzug von Sauerstoff und Glukose bei Chock und Giffard zu einer relativ erhéhten
Freisetzung von TNF-a. Des Weiteren stellten sie fest, dass die Aktivierungspotenz
von OGD gemessen an der TNF-a-Produktion abhéangig ist vom Alter der isolierten
Mikrogliakulturen. Die Zellkulturen sind kurz nach der Isolation aus einer Co-Kultur
(DIV 2-3) gegenuber einer langerfristigen isolierten Kultivierung (DIV 14-17)
gesteigert aktivierbar. Gleiches gilt fur die Stimulation der Zellen mit bakteriellem LPS
(Chock und Giffard 2005).

Insgesamt sind die Ergebnisse somit vereinbar mit denen der Vorarbeiten. Eine
Stimulation mit LPS fuhrt zu einer Aktivierung der mikroglialen Produktion von NO
und TNF-a, wahrend OGD tendenziell eher zu einer relativ verminderten
Ausschittung von NO und TNF-a fuhrt, die dennoch ein erhbhtes Aktivitatsniveau

gegenuber der Kontrollpopulation bedeutet.

4.3  Mikrogliale Aktivierung durch Azidose

Die Ergebnisse der Experimente lassen den Riuckschluss zu, dass eine
extrazellulare Azidose in der Pathophysiologie des ischdmischen Schlaganfalls
sowohl in Hinblick auf die Vitalitdt mikroglialer Zellen als auch auf den Grad der
Aktivierung eine entscheidende protektive Rolle spielt. Der Serumentzug bewirkte in

saurem Milieu unter ischamischen und nicht-ischamischen Bedingungen einen
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signifikant geringeren Vitalitdtsverlust mikroglialer Zellen als vergleichsweise unter
physiologischen, kaliumreichen oder glutamatergen Bedingungen.

4.3.1 Azidose vermindert die Aktivierbarkeit von Mikroglia bei gleichzeitiger

Stimulation

In Bezug auf den Aktivierungsstatus von Mikroglia unter OGD und gleichzeitiger
Inkubation mit saurem Puffer zeigte sich, dass sowohl die Produktion von NO als
auch von TNF-a im Vergleich zu den anderen Puffergruppen reduziert war. Der
Aktivierungsstatus der Mikroglia blieb trotz Stimulation konstant niedrig.

Giffard et al. (1990) gelangten in ihren Versuchen mit kortikalen neuronalen
Zellkulturen zu einem ahnlichen Ergebnis. Sie beschrieben eine verminderte NMDA-
Rezeptor-Aktivitat unter parenchymaler Azidose (pH 6,5) und damit eine reduzierte
Glutamattoxizitdt unter pathologischen, ischdmischen Bedingungen, wie sie
beispielsweise im Schlaganfall vorkommen. Aul3erdem identifizierten sie eine
verminderte reaktive Ca?*-Anreicherung wéhrend einer periischamischen
extrazellularen Azidose als maoglichen weiteren Faktor zur Reduktion von
neuronalem Zelluntergang (siehe 1.2). In Ubereinstimmung mit anderen
Forschungsergebnissen weisen sie allerdings auch darauf hin, dass neuroprotektive
Effekte einer periischAmischen Azidose nur bei pH-Werten um 6,5 zu beobachten
waren, wahrend erheblich niedrigere pH-Werte Zytotoxizitat und Zellverlust durch
freie Radikale bedeuten wirden (Siesjo 1988; Giffard et al. 1990).

Die Effekte von Glutamat auf Mikroglia unter ischamischen Bedingungen werden
Uber metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuR) vermittelt. Der protektive Effekt einer
experimentellen Blockade von mGIUR im Rahmen einer postischamischen
Inflammation wurde bereits aufgezeigt (Dirnagl et al. 1999; Kauschal und Schlichter
2008). Ob es zu einer Beeinflussung der mikroglialen Rezeptoraktivitdt durch
Azidose kommt, die sich folglich positiv auf die entstehende Entziindungsreaktion
auswirkt, konnte in weiteren Experimenten mit Fokus auf der spezifischen
Rezeptoraktivitat von mGIuR naher untersucht werden. Diese Tatsache wirde fur die
Rolle der Zellen in vivo zwar bedeuten, dass die neurodestruktive Eigenschaften der
Synthese von Entziindungsmediatoren durch Mikroglia unter sauren Bedingungen

nur in geringerem MalRe zum Tragen ka&men. Da Mikroglia allerdings eine
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ambivalente Rolle in der peri- und postischdmischen Pathologie spielen, hiel3e das
ebenfalls, dass neuroprotektive Effekte der Mikroglia verblassen wirden, sobald sich
das hypoxische Gewebe ansauert. Auch die Produktion antiinflammatorischer
Zytokine und von Wachstumsfaktoren kénnte in diesem Kontext ein interessantes

zukunftiges Projekt darstellen.

4.3.2 Azidose (pH 6,5) wirkt protektiv beziiglich der Vitalitat stimulierter Mikroglia

Die Resultate aus den Experimenten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine
periischamische, extrazellulare Azidose Uber drei Stunden protektive Eigenschaften
in Hinblick auf die Vitalitat von durch Serumentzug stimulierten Mikroglia hat. Die
Zellzahl der unter sauren Bedingungen (pH 6,5) inkubierten Zellen war vor und nach
der Inkubationszeit von drei Stunden annahernd identisch, wohingegen die
Inkubation mit physiologischer, kaliumreicher oder glutamaterger Puffersubstanz (pH
7,4) nach drei Stunden einen signifikanten Vitalitdtsverlust bewirkte. Dabei
verursachte bereits der alleinige Serumentzug auch ohne eine zusatzliche OGD
einen relevanten Untergang von Mikroglia.

Giffard et al. verodffentlichten 1990 die Versuchsergebnisse zur Vitalitdt neuronaler
Primérkulturen nach Stimulation durch OGD bzw. Glutamatexposition unter
physiologischen (pH 7,4) und sauren Bedingungen (pH 6,4). Sie beobachteten
ebenfalls einen signifikanten Vitalitatsverlust der Zellen unter Normbedingungen,
wahrend sich Azidose protektiv auf die Vitalitat der Zellen (gemessen am LDH-
Gehalt im Medium) auswirkte. Auch in Bezug auf die Vitalitat der Zellen flhren
Giffard et al. ihre Beobachtungen auf eine verminderte NMDA-Rezeptor-Aktivitat
unter parenchymaler Azidose und damit eine verminderte exzittotoxische Aktivitat
von Glutamat unter ischamischen Bedingungen zuriick. AuR3erdem wird ein
Zusammenhang zwischen Zelluntergang und einer Veranderung der Ca*'-
Homoostase wahrend einer periischamischen Azidose zugunsten eines verminderten
Ca?*-Levels erkannt (siehe 1.2). Auch hinsichtlich der Vitalitat von Mikroglia bliebe
detaillierter zu klaren, welche Rolle der mikrogliale mGIuR beim Ischémie- und
Glutamat-vermittelten Zelluntergang spielt und ob bzw. wie er eventuell durch

Azidose beeinflusst wird.
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4.4  Mikrogliale Aktivierung durch OGD und Kalium

4.4.1 Periischamisches Kalium bewirkt eine vermehrte NO-Produktion nach einer

Stunde und eine vermehrte Produktion von TNF-a nach drei Stunden

Die Ergebnisse der Bestimmung der NO-Produktion zeigen, dass Kalium in
Kombination mit dem einstiindigen, kombinierten Entzug von Sauerstoff und Glukose
eine tendenzielle Aktivierung der Mikroglia bewirkt, isoliert allerdings keine
Aktivierung herbeiftihrt. Nach der dreistiindigen Stimulierung mit Kalium zeigten sich
vergleichbare NO-Konzentrationen in OGD- und Kontrollgruppe, was bedeutet, dass
Kalium allein als Aktivator ebenso potent ist wie in Kombination mit OGD bzw. die
zusatzliche OGD keinen weiteren Einfluss auf die Aktivitdt von Mikroglia hat. Im
Gegensatz dazu bewirkt die Stimulierung mit kaliumreichen Puffer Gber drei Stunden
nur in Kombination mit OGD einen Anstieg der TNF-a-Konzentration.

Diese Erkenntnisse stimmen mit in vitro-Beobachtungen tberein, die an Astrozyten-
Mikroglia-Mischkuturen und an mit Mikroglia angereichterten Mischkuturen gemacht
wurden (Chang et al. 2000). Bereits die Zugabe von 20mM Kalium bei gleichzeitiger
Stimulation durch die Zugabe von LPS bewirkte dort einen Anstieg der glialen
Produktion von NO und TNF-a.

4.4.2 Erhohtes NO durch Aktivierung der Ca®*-abhangigen NADPH-Oxidase

Neben seiner Funktion als Aktivator der Produktion von NO und TNF-a im Rahmen
der postischdmischen Entzindungsreaktion scheint Kalium in vivo eine zentrale
Rolle in der Entstehung eines Ischamie-Reperfusions-Schadens zuzukommen. Es
kann unter Reoxygenierung einen erhéhten Ca*-Einstrom bewirken und scheint so
unter anderem in den Aktivierungsprozess der NADPH-Oxidase durch Ca** involviert
zu sein. Die NADPH-Oxidase ist bei der Entstehung von NO von entscheidender
Bedeutung (siehe 2.2.6). Des Weiteren fiihrte die experimentelle Blockade von K-
Kanadlen wahrend der Simulation eines Ischamie-Reperfusions-Schadens in
vorangegangenen Untersuchungen zur reduzierten mikroglialen Aktivierung und zur
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verminderten Freisetzung oxidativ-schadigender Metabolite (Spranger et al. 1998).
Periischdmisch erhohtes Kalium tragt aul3erdem bekanntermafl3en zur Entstehung
von Periinfarkt-Depolarisationen der Penumbra bei, wobei auch mikrogliale Zellen
depolarisieren und aktiviert werden (Hossmann 1996; Streit et al. 1999; Doyle et al.
2008).

4.5  Mikrogliale Aktivierung durch OGD und Glutamat

In den Experimenten dieser Arbeit wurde deutlich, dass Glutamat sowohl in Bezug
auf die mikrogliale Produktion von TNF-a als in geringerem Mal3e auch fir die NO-
Produktion einen ausreichend potenten Stimulus darstellt. Dabei wirkt sich ein
zusatzlicher Entzug von Sauerstoff und Glukose eher deaktivierend auf die Synthese
der Mediatoren aus,

4.5.1 Erhohtes Glutamat bewirkt die vermehrte mikrogliale Produktion von TNF-a

Ein Zusammenhang zwischen der peri- und postischamischen Konzentration von
Glutamat, der daraus resultierenden, reaktiven Mikrogliose und vermehrten Ca*'-
Freisetzung und der vermehrten Produktion von TNF-a ist bereits nachgewiesen
worden (Dirnagl et al. 1999; Huang et al. 2006). Kauschal und Schlichter (2008)
konnten in ihrem in vitro Modell durch die direkte Aktivierung von mGLUR ebenfalls
zeigen, dass ein periischAmischer Anstieg von exzitotoxischem Glutamat eine
vermehrte TNF-a-Produktion bewirkt. Diese Beobachtung deckt sich mit den
Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit, nach denen eine periischamische
Glutamatexposition besonders nach drei Stunden eine tendenziell gesteigerte
Aktivierung der mikroglialen TNF-a-Produktion bewirkt. Bereits nach einer Stunde
stellt die alleinige Stimulierung mit Glutamat ohne zusatzlichen Entzug von
Sauerstoff und Glukose einen ausreichenden Aktivierungsmechanismus reiner

Mikrogliakulturen zur Synthese und Ausschittung von TNF-a dar (siehe 3.7). Diese
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Ergebnisse lassen den Ruckschluss zu, dass der isolierte Effekt von Glutamat auf
die Produktion von TNF-a groR3er ist, als der isolierte Einfluss von OGD oder der
kombinierte Effekt von OGD und Glutamat. Diese Tatsache wirde bedeuten, dass
der Anstieg von proinflammatorisch wirkendem TNF-a auf der ischamiebedingten
Freisetzung von Glutamat beruht und kein bzw. nicht nur ein direkter Effekt des
Sauerstoffdefizits ist.

TNF-a hat bekanntermaf3en Einfluss auf den neuronalen und astrozytéaren
Zelluntergang im Gewebe, worin unter anderem die direkte klinische Korrelation von
TNF-a und dem Infarktvolumen begrindet liegt (Huang et al. 2006; Doyle et al.
2008). In Experimenten, in denen der Glutamatrezeptor durch Antagonisten blockiert
wurde, konnte eine Neuroprotektion bewirkt und somit der schadigende Einfluss von
aktivierten Glutamatrezeptoren bzw. TNF-a im ischamischen Schlaganfall

nachgewiesen werden (Bruno et al. 2001).

4.5.2 Die isolierte Stimulation mit Glutamat induziert die mikrogliale NO-Synthese

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der einstiindige Entzug von Sauerstoff und
Glukose besonders in Zusammenhang mit periischamisch erhéhtem Glutamat zu
einer vermehrten mikroglialen Produktion von NO fuhrt. Im Vergleich dazu zeigte
eine dreistindige Stimulierung mit Glutamat keine OGD-spezifischen Effekte mehr,
wohl aber eine durch Glutamat allein bedingte Steigerung der NO-Produktion.

In vorangegangenen Experimenten wurde bereits gezeigt, dass periischamisch
ansteigendes Glutamat mit erh6hten Konzentrationen von NO in Verbindung steht.
Dabei wird die Produktion von NO im ischamischen Schlaganfall vermutlich unter
anderem durch die exzitotoxische Wirkung von Glutamat moduliert, da eine
experimentelle Blockade von Glutamatrezeptoren im Schlaganfallmodell eine
verminderte Synthese von NO bewirkte (Lin et al. 1996; ladecola 1997). Dugan et al.
beschrieben 1994 einen Zusammenhang zwischen durch erhdhtes Glutamat
freigesetztem Kalzium (siehe 1.5) und der Synthese von NO. Mikroglia synthetisieren
NO uber die induzierbare Nitrit Oxid Synthase (iINOS), welche zur Aktivierung einen
Kalzium/Calmodulin-Komplex binden muss. Im Gegensatz dazu sagen Kauschal und
Schlichter (2008) allerdings, dass eine direkte Aktivierung der mGIuR lediglich

Effekte auf die mikrogliale Produktion von TNF-a, nicht aber von NO hat. Dennoch
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zeigen die Resultate der vorliegenden Arbeit, dass OGD in Bezug auf die mikrogliale
Produktion von NO zwar nach dreistiindiger Stimulation keine spezifischen Effekte
mehr aufweist, aber als kurzfristiger Aktivator tendenziell wirksam ist. Glutamat allein
hingegen ist auch nach langerer Inkubation Uber drei Stunden ein potenter
Aktivierungsmechanismus fur die NO-Produktion. Welche Rolle ein direkter
Aktivierungsmechanismus tdber mGIuR dabei spielt oder ob es alternative Wege fir
die glutamatvermittelten Effekte gibt, die die gegensatzlichen Beobachtungen
erklaren konnten, konnte in erganzenden Experimenten mit entprechender

Fragestellung detaillierter geklart werden.

4.6  Mikrogliale Aktivierung durch Serumentzug

Fetales Kalberserum (FCS) wird in der primaren Zellkultur standardmafRig als
Wachstumszusatz fur Nahrmedien verschiedener Zellarten genutzt und spielt auch
bei der Arbeit mit glialen Zellen eine wichtige Rolle. Es liefert Proteine, Hormone und
essentielle Aminosauren. Auf3erdem sind in FCS zusatzliche anorganische Salze
und Puffersysteme enthalten, die den physiologischen pH-Wert herstellen und

regulieren kdnnen (Boxberger 2006).

4.6.1 Verminderte Proteinsynthese nach Serumentzug und OGD bzw. LPS-

Stimulierung

Die Produktion von TNF-a ist in allen Puffersubstanzen nach einer Stunde OGD im
Vergleich zur Kontrolle vermindert und auch nach drei Stunden OGD sieht man eine
reduzierte Synthese von TNF-a und NO unter physiologischen und sauren
Bedingungen. Der Serumentzug allein erweist sich also im Gegensatz zum
kombinierten Entzug von Serum, Sauerstoff und Glukose teilweise als starkerer
Aktivator der mikroglialen TNF-a- und NO-Produktion.

70



In Bezug auf die Vitalitat von Mikroglia wurden protektive Eigenschaften einer
zusatzlichen Stimulation mit LPS neben dem alleinigen Serumentzug bereits
beschrieben. Bei paralleler Glukosedeprivation wurde ein verbessertes Uberleben
der mit LPS stimulierten Mikrogliakulturen allerdings nicht beobachtet (Yenari und
Giffard 2001). Geht man aber davon aus, dass ein zusatzlicher Aktivator zum
Serumentzug, wie zum Beispiel der Zusatz von LPS oder eine OGD, positiven
Einfluss auf die Vitalitat der Zellen hat, kdnnte auch ein verminderter
Aktivierungsgrad damit in Zusammenhang stehen. In den Experimenten dieser Arbeit
hatte der gleichzeitige Entzug von Serum, Sauerstoff und Glukose zwar keinen
Einfluss auf die Vitalitat der Mikroglia (siehe Abbildung 11), wohl aber auf die
Aktivierung der Zellen und die damit verbundene Produktion von TNF-a und NO.
Eine mdgliche Erklarung fir die verminderte Freisetzung von Proteinen und
Metaboliten wie TNF-a und NO nach OGD koénnte die reduzierte bzw. fehlende
Bereitstellung von Energie fur die Synthese in Form von Glukose sein. Einen
ahnlichen Erklarungsansatz haben auch Yenari und Giffard (2001) fur die Ergebnisse
ihrer Experimente mit Mikrogliakulturen. Mikroglia bendtigen metabolische Substrate
fur die Produktion von Proteinen, die ihnen in Abwesenheit von Glukose und
aul3erdem durch den Entzug von Serum im Medium nicht oder nur in geringerem
Male zur Verfigung stehen.

Diese Daten sind fir zukunftige Projekte insofern wichtig, dass sich zeigte, dass
bereits bei der Planung unbedingt der Effekt des Serumentzuges berucksichtigt

werden muss.

4.6.2 Serumentzug bewirkt zeitabhangig den Zelltod von Mikroglia

Die Resultate der Vitalitatsmessungen in den Experimenten dieser Arbeit, die mittels
MTT-Assay durchgefuhrt wurden, zeigen einen zeitabhangigen Zusammenhang
zwischen dem Entzug von Serum und Zelluntergang von Mikroglia. Je langer die
Zellkulturen mit den serumfreien Puffersubstanzen inkubiert wurden, desto mehr
mikroglialer Zelluntergang war anschliel3end nachweisbar. Lediglich unter zuséatzlich
sauren Konditionen wurde der apoptotische Zelltod der Mikroglia reduziert (siehe 3.5
und 4.3.2).
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Der Einfluss des Entzugs von Serum auf die Vitalitdt im Sinne einer gesteigerten
Apoptose von mikroglialen Zellen wurde bereits in friheren Arbeiten beschrieben
(Yenari und Giffard 2001). Auch in der Veréffentlichung von Koyama et al. (2000)
wurde der Untergang der von Ratten stammenden mikroglialen Zellen durch den
zuvor herbeigefuhrten Serumentzug erklart und zusatzlich eine direkte Korrelation
zwischen Inkubationsldnge und Zelluntergang hergestellt. Demnach scheint
hauptséachlich der Entzug von Nahr- und Wachstumsfaktoren aus dem Serum fir den
vermehrten Zelluntergang verantwortlich zu sein. Des Weiteren scheint die Zelldichte
der Mikrogliakulturen Einfluss auf die Wirkung des Serumentzugs zu haben. So
stellten Koyama et al. fest, dass sich eine Zelldichte von iiber 2000 Zellen pro mm?
positiv auf das Uberleben von Mikroglia bei Entzug von Serum auswirkt. Dieser Effekt
wird auf auto- und parakrine Mechanismen von aktivierten mikroglialen Zellen
zurtckgefuhrt, die durch Zytokine wie unter anderem TNF-a vermittelt werden. Sie
scheinen die Zellen in ihrem aktivierten Status vor apoptotischem Untergang
schitzen. Dabei wird die autonome Aktivierung der Zellen mit den erhdhten Stress
einer dichten Kultivierung erklart. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
Experimenten an murinen Mikroglia wurden 20.000 Zellen auf einer Flache von 3,5
mm? ausplattiert, was einer Zelldichte von fast 6000 Zellen pro mm? entspricht. Die
dabei gesehenen Effekte des Serumentzugs standen durch diese Zelldichte,
angelehnt an die Ergebnisse von Koyama et al., bereits positiv unter dem positiven
Einfluss der =zellularen Aktivierung. Demnach musste sich der Effekt des
Serumentzugs bei einer geringeren Zelldichte noch deutlicher darstellen. Der
potenziell destruktive Einfluss auf mikrogliale Zellen zeigt sich allerdings bereits hier
(siehe 3.5).

Der Serumentzug steht in den Experimenten dieser Arbeit eher aus methodischen
Grinden im Vordergrund. In vivo spielt der Entzug von Serum eine untergeordnete
Rolle, da die Zellen auch unter physiologischen Bedingungen von Liquor, faktisch

serumfreiem Medium, umgeben sind.
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4.7  Ubertragung auf ischamischen Schlaganfalll

Die zentrale Rolle einer postischdmische Entzindungsreaktion im Rahmen des
ischamischen Schlaganfalls wurde in vielen vorangegangenen Arbeiten beschrieben
(Huang et al. 2006). Sie findet Stunden, Tage und Wochen nach dem ischdmischen
Ereignis statt und wird durch eine Reihe komplizierter, bisher nicht vollstéandig
verstandener Interaktionen zwischen zellularen und molekularen Komponenten des
Immunsystems moduliert. Das Ausmald der Entzindungsreaktion entscheidet
vermutlich maf3geblich Uber das klinische Outcome (Madinier et al. 2009; Whiteley et
al. 2009).

Die in das entwickelte in vitro Schlaganfallmodell integrierten Variablen wurden
aufgrund von in vivo Untersuchungen gewdahlt und bemessen, nach denen es
periischdmisch zu einem Abfall des pH-Wertes und einem Anstieg der extrazellularen
Konzentrationen von Kalium bzw. Glutamat kommt (Berger et al. 2004).
Offensichtlich scheint eine Azidose unter ischamischen Bedingungen vordergriindig
protektive Eigenschaften zu besitzen und das Uberleben und den Aktivierungsstatus
mikroglialer Zellen positiv zu beeinflussen, wéahrend Kalium und Glutamat im
Schlaganfall ambivalente Effekte vermitteln. Im Endeffekt scheinen jedoch alle
Aktivierungsmechanismen direkt oder indirekt eine erhbéhte peri- oder
postischamische Aktivitat von Glutamat zu bewirken. Folglich steht auch die
Produktion von Zytokinen wie NO und TNF-a im Mittelpunkt der postischdmischen
Reaktion, die dann allerdings sowohl anti- als auch proinflammatorische Attribute

vermitteln.

4.7.2 Die NO-Produktion aktivierter Mikroglia hat neuroprotektive und

neurodegenerative Effekte

Im Mittelpunkt der Messungen im Rahmen der Experimente dieser Arbeit stand NO,
das Ca®"-abhangig aus L-Arginin von der NOS produziert wird. Die erhdhten
Konzentrationen von NO nach einer zerebralen Ischamie werden sowohl durch eine

vermehrte Expression als auch durch eine verstarkte Aktivitat der NOS erklart. Es
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existieren verschiedene Isoformen der NOS; Neurone kdnnen Uber die neuronale
NOS (nNOS) NO synthetisieren, immunologische Zellen, wie beispielsweise
Mikroglia, Uber die INOS und auch endotheliale Zellen sind Uber die endotheliale
NOS (eNOS) zur Synthese befahigt. Die vermehrte Ausschittung von NO wird
vermutlich unter anderem durch die exzitotoxische Glutamataktivitat moduliert, da
eine experimentelle Blockade von NMDA Rezeptoren eine verminderte NO-Synthese
bewirkt (Lin et al. 1996; ladecola 1997). NO ist per se neurotoxisch und kann
zusatzlich Uber die Reaktion mit freien Sauerstoffradikalen Peroxynitrit bilden, das
ebenfalls eine hohe neurotoxische Potenz hat (Beckman et al. 1990). Somit kann NO
direkt und indirekt DNS-schéadigend wirken und gleichzeitig die Synthese von DNS
behindern und den nekrotischen oder apoptotischen Zelltod provozieren. NO
verstarkt seine neurotoxischen Effekte auf3erdem Uber die Stimulation zur
vermehrten Ausschuittung der exzitatorischen Neurotransmitter (Bonfoco et al. 1995;
ladecola 1997). Gleichzeitig wird durch die NO-Produktion endothelialer Zellen und
die folgende Synthese zyklischen Guanosin-3‘,5'-Monophosphats (cGMP) in vivo
eine Vasodilatation bewirkt, die die Mikrozirkulation verbessern und dadurch das
Perfusionsdefizit vermindern kann (Moncada et al. 1991; Huang et al. 1994). Zudem
inhibiert NO die Thrombozyten- und Leukozytenaggregation und ist so in der Lage,
mikrovaskulédre Verschlisse zu verhindern. Es kann aul3erdem den schadlichen
Ca?*-Einstrom (iber NMDA-Rezeptoren unter ischamischen Bedingungen verringern,
der generell zu einer Verschlechterung der peri- und post-ischamischen Situation
fuhrt (siehe 1.5) (ladecola 1997). NO scheint sich im ischamischen Schlaganfall
durch seine vielseitigen Eigenschaften also einerseits nachteilig auf das hypoxische
Hirngewebe auszuwirken, kann aber andererseits auch positive Effekte auf die
unterschiedliche Zellen und ihre Regeneration haben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der einstiindige Entzug von Sauerstoff und
Glukose besonders in Zusammenhang mit periischamisch erhdhtem Kalium und
Glutamat zu einer vermehrten Produktion von NO durch Mikroglia fihrt. Im Vergleich
dazu zeigt eine dreistiindige Stimulierung keine OGD-spezifischer Effekte mehr. Eine
erhohte NO-Produktion nach Aktivierung scheint demnach auf eine friihe mikrogliale
Reaktion schlielen zu lassen. Diese Erkenntnis stimmt mit den Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen uberein und lasst sich vermutlich dadurch erklaren. dass die
zur NO-Synthese benotigten Substrate nach dieser frihen Phase bereits

aufgebraucht sind (ladecola 1997).
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Bezuglich der ambivalenten Rolle von Mikroglia im ischamischen Schlaganfall lasst
sich folgern, dass Mikroglia initial eher protektiv wirken wollen, indem sie
vasodilatatorisch wirksames NO freisetzen. Die Perfusion des minderperfundierten
Hirnareals wird wieder erhoht. Bei langerer Ischamiedauer verblasst der Effekt der
mikroglialen NO-Produktion und es steht eher eine proinflammatorischen Wirkung
von TNF-a im Vordergrund (siehe 4.7.3).

4.7.3 mikroglialer TNF-a als Mediator einer postischdmischen Entziindungsreaktion

TNF-a zahlt zu den proinflammatorischen Zytokinen und wird neben IL-1 und IL-6
von hypoxisch gestressten Neuronen und Astrozyten, hauptsachlich jedoch von
Mikroglia, innerhalb weniger Stunden produziert (Lai und Todd 2006). Es hat in vivo
eine zentrale Bedeutung im Ischamie-Reperfusions-Schaden, im postischamischen
Entzindungsgeschehen und im regenerativen Umbau (Remodelling) bzw. der
Narbenbildung im betroffenen Gewebe (Feuerstein et al. 1994; Lipton 1999; Streit et
al. 1999; Huang et al. 2006). TNF-a ist in der Lage, die Produktion weiterer
Entzindungsmediatoren zu induzieren und stimuliert die Proliferation und
chemotaktische Einwanderung neutrophiler Granulozyten. Die leukozytédre Migration
wird durch die TNF-a-induzierte Sekretion endothelialer Adhasionsmolekile
ermoglicht (Feuerstein et al. 1994). AulRerdem fuhrt die TNF-a Expression zu einer
pathologisch erhdhten Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke und hat somit ebenfalls
Einfluss auf die Infiltration von Entziindungszellen in das Infarktareal (Huang et al.
2006). Zudem steigt nach der Stimulation durch TNF-a in vivo die Expression von
Akute-Phase-Proteinen wie C-reaktives-Protein in der Leber, die hdmatogen auch fur
das systemische Entziindungsgeschehen bedeutsam werden kénnen (Nakase et al.
2008). Da in vivo eine direkte Korrelation zwischen TNF-a-Produktion und
Infarktvolumen bzw. klinischem Outcome gesehen wird, stellt dieses Zytokin in der
postischamischen Pathologie einen prognostischen Faktor und damit auch ein
wichtiges Ziel experimenteller therapeutischer Interventionen dar (Zaremba et al.
2001; Huang et al. 2006).

Der durch Sauerstoff-Glukose-Entzug experimentell ausgeldste oxidative Stress an
Mikrogliakulturen in Kombination mit dem voribergehenden Serumentzug ist die

Voraussetzung fur die Veranderungen auf Ebene der Transmitter und somit auch
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Basis flr die Beobachtungen in dieser Arbeit. Die zentrale Bedeutung von TNF-a im
postischamischen Entzindungsgeschehen in vivo konnte bereits in zahlreichen
Experimenten an Zellkulturen bestétigt werden, weswegen dieses Zytokin auch in
vielen in vitro Modellen eine wichtige Komponente darstellt (Barone und Parsons
2000). Zum einen stellt die Messung von TNF-a eine Moglichkeit zur Uberpriifung
bzw. Quantifizierung des Aktivierungszustands neuronaler und glialer Zellen in Kultur
dar. Zum anderen ist wegen der physiologischen Eigenschaften von TNF-a in vivo
generell auch eine direkte Stimulation von Zellen mit dieser Substanz in vitro
maoglich. Trotz alle dem sind das spezifische Verhalten der beiden TNF-a-Rezeptoren
TNF-R | und TNF-R Il nach der Bindung von TNF-a und die Einzelheiten der
Rezeptor-vermittelten Signalkaskade noch nicht vollkommen verstanden. Es scheint,
als wirden sich die Rezeptoren nach Bindung ihres Liganden TNF-a unterschiedlich
verhalten und damit unterschiedliche Effekte auf das ischamische Gewebe haben,
die sich dann neurodegenerativ, aber interessanterweise zu gewissen Anteilen auch

neuroprotektiv auswirken kénnen (Fontaine et al. 2002).
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5 Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall stellt im aktuellen und zukinftigen Gesundheitssystem
weltweit einen erheblichen Kostenfaktor dar und ist unter anderem deshalb
Gegenstand intensiver klinischer und experimenteller Forschung. Speziell der
Einfluss des postischamischen Entziindungsgeschehens erlangte in den
vergangenen Jahren eine zunehmende Bedeutung und trug malf3geblich zum
Verstandnis der Pathophysiologie der Erkrankung bei. Im Rahmen dieser Arbeit galt
es die Frage zu klaren, welche Pathophysiologie des experimentellen ischdmischen
Schlaganfalls sich auf betroffene mikrogliale Zellen in welchem Ausmal’ destruktiv
oder auch protektiv auswirken kann.

Um den Einfluss von periischamisch erhéhtem Kalium und Glutamat, einem
verminderten pH und dem Entzug von Serum zu sehen, wurden Primarkulturen aus
murinen Mikroglia hergestellt und einem experimentellen Schlaganfall durch den
kombinierten Entzug von Sauerstoff und Glukose (OGD) unterzogen. Die
Primarkulturen wurden Uber 14-16 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert, bevor
mikrogliale Zellen durch Abschitteln (siehe 2.2.2) isoliert und fur weitere 24 Stunden
in konditioniertem Medium gehalten wurden.

Es wurden zwei Zeitintervalle tber eine und drei Stunden Inkubation mit/ohne OGD
betrachtet. Dabei wurden die Vitalitdt und die Aktivierung der mikroglialen Zellen als
Malfd fur den Effekt des Schlaganfalls gewahlt. Als Positivkontrolle wurde eine Kultur
mit LPS stimuliert, als Negativkontrolle wurden nicht-stimulierte Zellen in BME
eingesetzt. Die Vitalitat der Mikroglia wurde 24 Stunden nach Ende der Inkubation
mit/ohne OGD mittels MTT-Assay (siehe 2.2.7) bestimmt. Zur Objektivierung des
Aktivierungsgrads der Zellen wurde zum einen NO im Mediumuberstand mittels
Griel3-Assay (siehe 2.2.6) bestimmt und zum anderen ein TNF-a-ELISA (siehe 2.2.8)
ebenfalls im Mediumuberstand durchgefihrt.

Es wurde gezeigt, dass eine alleinige OGD unter den gewéhlten Bedingungen in den
Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf die Vitalitat der Mikroglia hatte. Die
Dauer der Inkubation mit den serumfreien Puffern und der pH-Wert der verwendeten
Puffersubstanz zeigten jedoch einen relevanten Effekt; eine kirzere Inkubationszeit

und zusatzlich saure Bedingungen wirkten sich positiv auf die Vitalitat der Zellen aus.
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Im Hinblick auf die Aktivierungspotenz fihrte die OGD unter physiologischen
Bedingungen anders als erwartet zur relativen Deaktivierung mikroglialer Zellen.
Unter unphysiologischen Bedingungen wies die Mikrogliaaktivierung hingegen
andere Charakteristika auf. So waren Mikroglia in saurem Milieu unempfindlich
gegenuber einer OGD und glutamaterge Bedingungen fuhrten unabh&ngig vom
Sauerstoff-Glukose-Entzug zu einer generellen Aktivierung.

Fur die mikrogliale Produktion von NO erwies sich ein einstiindiger Entzug von
Sauerstoff, Glukose und Serum als hinreichender Aktivator, wohingegen nach drei
Stunden OGD kein spezifischer Effekt mehr auf die absolute NO-Produktion der
Zellen erkennbar war. Eine erhdhte mikrogliale NO-Produktion scheint demnach eine
frihe Reaktion auf Ischamie zu sein.

TNF-a stellte sich als Parameter einer spaten Mikrogliaaktivierung durch OGD bei
zusatzlich erhohtem Kalium oder Glutamat dar. Die einstindige OGD reichte im
Gegensatz zum Entzug von Sauerstoff und Glukose ulber drei Stunden unter
samtlichen Bedingungen als Stimulus fir die mikrogliale Synthese von TNF-a nicht
aus.

Insgesamt wurde in den Experimenten deutlich, dass das Ausmald der mikroglialen
Aktivierung ebenfalls positiv mit der Lange der Inkubation in serumfreiem Puffer und
weniger relevant mit dem Entzug von Sauerstoff und Glukose korrelierte. Dies gilt
insbesondere unter physiologischen und glutamatergen Bedingungen, weniger stark
auch in kaliumreichem Milieu. Bei gleichzeitiger Azidose (pH 6,5) wurde unabhéangig
von der Dauer des Serumentzugs keine Aktivierung bei Mikroglia bewirkt.

In der Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls spielt die extrazellulare
Azidose sowohl in Hinblick auf die Vitalitat mikroglialer Zellen als auch auf den Grad
der Aktivierung eine entscheidende protektive Rolle. Der Entzug von Serum zeigte in
saurem Milieu unter ischamischen und nicht-ischdmischen Bedingungen einen
signifikant geringeren destruktiven Einfluss auf die Vitalitét mikroglialer Zellen als
unter physiologischen, kaliumreichen oder glutamatergen Bedingungen. Auch der
pathologische Effekt von Glutamat konnte in den Experimenten dieser Arbeit gezeigt
werden.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit das spezifische Reaktionsmuster  der
mikroglialen Aktivierung unter ischamischen und reaktiv-metabolisch veranderten

Bedingungen charakterisiert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass Untersuchungen

78



zur mikroglialen Reaktion auf Ischéamie zukinftig zur Vermeidung verfélschter
Ergebnisse insbesondere auch die Zusammensetzung des pathologisch veranderten

Extrazellularmediums mit berticksichtigen und simulieren sollten.
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Phosphate Buffered Saline
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Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Hypothetische Darstellung des zeitlichen Ablaufs peri- und
postischamischer Ereignisse

Lichtmikroskopische Aufnahmen von Mikroglia im
Phasenkontrast (days in vitro (DIV) 14) in unterschiedlichen
Aktivierungszustanden

Interaktion zwischen Mikroglia, Neuronen und Astrozyten unter
pathologischen Bedingungen

Darstellung metabolischer Ablaufe in der hypoxischen Zelle
Phasenkontrastmikroskopie der Entwicklung von Astrozyten-
Mikroglia-Mischkulturen

Isolierte Mikroglia nach Farbung mit Trypan-Blau in der
Neubauer-Zahlkammer mit 2x10° Zellen/ml (10x)

Mikrogliakultur mit 2x10° Zellen/ml 24 Stunden nach Isolation
aus Mischkulturen

Immunzytochemische Farbung reiner Mikrogliakulturen 24
Stunden nach Isolierung aus Mischkulturen (63x)
Immunzytochemische Farbung eines Astrozyten in isolierter
Mikrogliakultur (63x)

Vergleich der Aktivierung reiner Mikrogliakulturen in BME (10%
FCS), nach LPS-Stimulierung in BME und in Puffer N jeweils mit
OGD und ohne OGD (Kontrolle) Gber drei Stunden bemessen
anhand der a) NO-Produktion und b) TNF-a-Produktion
normalisiert auf die jeweilige Vitalitat der Mikrogliakultur (MTT-
Wert)

Absolute Absorption im MTT-Assay nach a) einer Stunde und b)
drei Stunden Inkubation in den Puffern N, A, K oder G mit/ohne
OGD

Vergleich der absoluten Absorptionen im MTT-Assay nach einer
bzw. drei Stunden Serumentzug durch die Puffer N, A, Kund G
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Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Vergleich von Aktivierung der NO-Produktion bezogen auf die
Vitalitat der jeweiligen Zellpopulation nach a) einer bzw. b) drei
Stunden Inkubation mit den Puffersubstanzen N, A, K und G
mit/ohne OGD

TNF-a-Produktion normalisiert auf die Vitalitat der jeweiligen
Zellpopulation, Vergleich von Aktivierungseigenschaften nach a)
einer bzw. b) drei Stunden Inkubation mit den Puffern N, A, K
und G mit/ohne OGD

Absolute NO-Produktion nach einer bzw. drei Stunden OGD
normalisiert auf die jeweilige Kontrolle

Absolute TNF-a-Produktion nach einer bzw. drei Stunden OGD
normalisiert auf die jeweilige Kontrolle (als prozentualer Anteil
angegeben)

NO-Produktion der Kontrollen (ohne OGD) der Puffer N, A, K und
G normalisiert auf den zugehérigen MTT-Wert nach einer bzw.
drei Stunden alleinigem Serumentzug

TNF-a-Produktionen der Kontrollen (ohne OGD) der Puffer N, A,
K und G normalisiert auf den zugehérigen MTT-Wert nach einer

bzw. drei Stunden alleinigem Serumentzug
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