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1. EINLEITUNG

 

1.1.1. Physiologische Veränderungen während der Geburt

Beim Übergang vom intrauterinen zum postnatalen Leben kommt es zu drastischen

physiologischen Veränderungen. Neugeborene sind nach der Geburt, verglichen mit den

intrauterinen Verhältnissen (intrauteriner Sauerstoffpartialdruck: 25mmHg), einem

unphysiologischen hohen Sauerstoffdruck ausgesetzt. Die Anpassung an die Umgebungsluft

zieht Umstellungen des kardiovaskulären Systems nach sich, wobei der dramatische Anstieg des

Sauerstoffdruckes im Blut eine der größten Veränderungen vom intrauterinen zum postnatalen

Leben eines Neugeborenen darstellt1.

1.1.2. Hyperoxie und ihre Auswirkungen

Hyperoxie spielt in der Pathogenese der bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) und der

Retinopathie von Frühgeborenen (retinopathy of prematurity, ROP), zweier der wichtigsten

bleibenden Erkrankungen unreif geborener Kinder, eine Schlüsselrolle2, 3. Hyperoxie, entstanden

durch exzessive Sauerstoffgabe zur Therapie (z.B. bei der Wiederbelebung Neugeborener) oder

bei unzulänglichem Antioxidationsschutz (durch ein unreifes Antioxidationssystem), kann zu

Gewebeschäden durch zwei Mechanismen führen: Der erste Mechanismus ist gekennzeichnet

durch die direkte Toxizität des Sauerstoffes, entstanden durch reaktive freie O2-Radikale, der

zweite durch eine maladaptive physiologische Antwort auf Sauerstoff 4. Hyperoxie und freie O2-

Radikale spielen sowohl eine integrale Rolle im Alterungsprozess5 wie auch bei altersbedingten

neurodegenerativen Veränderungen und Erkrankungen. Die mit dem Alterungsprozess

verbundenen Beeinträchtigungen des Gedächtnisses und der motorischen Koordination gehen

auf oxidative Schäden im zerebralen Kortex und im Cerebellum zurück6. Auch bei Erkrankungen

wie M. Alzheimer und M. Huntington weist ein vermehrtes Auftreten von oxidierter Kern- und

Mitochondrial-DNA auf Folgen von Hyperoxie hin7, 8, 9.

1.1. HYPEROXIE
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1.1.3. Direkte Toxizität von Sauerstoff

Normalerweise liegt Sauerstoff während des aeroben Energiemetabolismus in den

Mitochondrien zu zwei Molekülen Wasser reduziert vor. Diese Elektrontransportreaktionen

werden durch den Zytochrom-Oxidase-Enzymkomplex katalysiert. Dabei entstehen als

Zwischenprodukte freie Radikale, die, wenn sie in hoher Anzahl vorliegen, zytotoxisch wirken

können10. Das Superoxidanion (O2
·–) ist ein solches freies Radikal, das durch den Transfer von

einem Elektron auf molekularen Sauerstoff entsteht. Es kann als Oxidant oder Reduktant wirken,

sodass es sowohl zu Hydrogenperoxid (H2O2) als auch zu einem Hydroxylradikal (OH·)

reagieren kann11. Jedes von diesen freien Radikalen kann zu zellulären Verletzungen auf

verschiedenen Wegen führen. Hierbei ist vor allem die Peroxidation der Membranlipide zu

nennen. Die dabei entstehenden Hydroperoxide sind potente Inhibitoren der Zellenzyme und

können Proteine oder Membranen schädigen. Außerdem können freie O2-Radikale direkt DNA

schädigen.

Sauerstofftoxizität ist besonders in der Lunge zu beobachten, wo direkter Kontakt mit dem

eingeatmeten Sauerstoff besteht. Die bei erwachsenen Intensivpatienten auftretende

Tracheobronchitis und das ARDS (adult respiratory distress syndrome) sind zum großen Teil

auf direkte Effekte des eingeatmeten Sauerstoffs zurückzuführen. Bei Frühgeborenen besteht

eine besonders große Anfälligkeit gegen die Sauerstofftoxizität aufgrund ihres unreifen

Antioxidationsschutzes. Studien haben gezeigt, dass unreife Neugeborene deutlich schlechter in

der Lage sind, die Aktivität von Antioxidationsenzymen wie Superoxiddismutase, Katalase,

Gluthationperoxidase und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase bei erhöhter Sauerstoffexposition

hochzuregulieren als reife Neugeborene12, 13. Daher neigen Frühgeborene besonders dazu, eine

BPD zu entwickeln, charakterisiert durch eine dysregulierte Inflammation und veränderte

Expression von Wachstumsfaktoren und Proteasen. In der initialen Phase der Sauerstofftoxizität

kommt es zu Schädigungen des Alveolarephitels und des Kapillarendothels. Dies führt zu

interstitiellen und alveolaren Ödemen, worauf eine Infiltration neutrophiler Zellen in das

Gewebe folgt. Die zweite Phase der Sauerstofftoxizität ist charakterisiert durch eine Proliferation

der Alveolarzellen Typ II und bei andauernder Sauerstoffexposition durch eine interstitielle

Fibrose. Dies führt zu einem bleibenden Defekt des Gasaustausches in den Alveolen14.
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1.1.4. Maladaptive physiologische Antwort auf Sauerstoff

Hierbei entstehen Schäden durch die Toxizität des Sauerstoffes auf indirektem Wege. Der

Mechanismus beruht auf bekannten physiologischen Effekten, die abhängig vom

gesundheitlichen Zustand eines Patienten maladaptiv sein können, und führt zur respiratorischen

Depression, Hemmung der Erythropoese, Vasodilatation der Pulmonalgefäße und zu einer

systemischen arteriellen Vasokonstriktion. Das bekannteste Beispiel ist die Retinopathie

Frühgeborener (retinopathy of prematurity, ROP)4. Im ersten Stadium kommt es durch

Hyperoxie zur Vasokonstriktion der retinalen Gefäße, welche bei andauernder

Sauerstoffexposition zur Vasoobliteration führt. Im zweiten Stadium der ROP führt eine durch

die Vasokonstriktion hervorgerufene lokale Gewebshypoxie zur Produktion von

Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor). Es kommt zu einer

Neovaskularisierung des Glaskörpers15. Diese Gefäße neigen zu Blutungen, die

fibröseVernarbungen nach sich ziehen, welche zur Traktion der Retina führen16.

1.1.5. Auswirkungen von Hyperoxie auf das sich entwickelnde Gehirn

Während es eine Vielzahl von klinischen und experimentellen Studien zur Aufklärung der

Pathogenese vom BPD und ROP gibt, sind die Auswirkungen von Hyperoxie auf das unreife

Gehirn weitgehend unbekannt.

Die ständigen Verbesserungen der neonatalen Intensivversorgung und die Fortschritte im

Verständnis der fetalen Physiologie haben zu einem enormen Anstieg der Überlebensrate von

Neugeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht (< 1500g) geführt17, 18. Daraus ergaben sich Fragen

zur Qualität der neurologischen Entwicklung dieser Überlebenden. Tatsächlich finden sich

häufig motorische und kognitive Beeinträchtigungen und Entwicklungsstörungen bei Kindern

mit extrem niedrigem Geburtsgewicht (< 1000g). Mehr als 25% von Neugeborenen mit einem

Geburtsgewicht von 901–1000g und 43% von Kindern mit einem Geburtsgewicht von 401–500g

(extremely low birth weight infants, ELBW: 400–1000g, SSW: 24–28) zeigten in prospektiven

Studien eine schlechte neurologische Entwicklung. Das Risiko für eine neurologische

Erkrankung und für Auffälligkeiten in der sensorischen und motorischen Entwicklung steigt also

mit abfallendem Geburtsgewicht19, 20.

Frühgeborene repräsentieren 5% aller Geburten, aber 50% aller Kinder mit frühkindlichen

Hirnschädigungen21. Die neuropathologische Manifestation der Schädigung hängt entscheidend

vom Entwicklungsstatus des Gehirns, aber auch von der Art der Schädigung und der

stattgefundenen Interventionen ab22. Bei Reifgeborenen sind perinatale Asphyxien, bei
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Frühgeborenen die Schädigungen der weißen Substanz, durch eine Vielzahl von Ursachen,

wesentliche Faktoren eines neurologischen Folgeschadens23.

Frühgeborene haben ein hohes Risiko, eine intrazerebrale Hämorrhagie, einen hämorrhagischen

Parenchyminfarkt, eine periventrikuläre Leukomalazie (PVL) und wahrscheinlich am häufigsten

eine diffuse Verletzung der Gehirnzellen ohne spätere Bildung sichtbarer Zysten zu

entwickeln24. Bei Reifgeborenen beobachtet man typischerweise die Schädigungen der

Basalganglien, den Status marmoratus, während bei Frühgeborenen die PVL aber auch die

diffuse multifokale Schädigung dominieren. Das klinische Bild ist sehr variabel und reicht von

motorischen und kognitiven Entwicklungsverzögerungen bis zum Vollbild einer zerebralen

Parese25.

Eine ganze Reihe von schädigenden Auslösern sind mit Neurodegeneration im sich

entwickelnden Gehirn in Verbindung gebracht worden, so z.B. Hypoxie, Ischämie,

Entzündungen, Drogen und andere neurotoxische Faktoren. Der zugrunde liegende Auslöser der

diffusen Schädigung der Gehirnzellen bleibt jedoch weitgehend unklar. Intrazerebrale Blutungen

und Hypoxie können die hohe Inzidenz der zerebralen Schädigung und der bleibenden

neurologischen Defizite von Frühgeborenen nicht ausreichend erklären.

Epidemiologische Studien bei Neugeborenen mit extrem niedrigem Geburtsgewicht

(400–1000g) haben den Zusammenhang zwischen Hypokapnie, Hyperoxie und anderen mit einer

Beatmung verbundenen Risikofaktoren und einer zerebralen Parese untersucht. Dabei wurde

festgestellt, dass Hyperoxie einen Hauptrisikofaktor für die Entstehung einer zerebralen Parese

darstellt26.

Dass Hyperoxie in den Neuronen Apoptose induzieren kann, wurde auch in in-vitro Studien

beobachtet. Dabei wurden PC12h-Zellen (eine Subklonart von PC12-Zellen) Hyperoxie

ausgesetzt. Zusätzlich wurde zu einigen Zellen Ascorbinsäure als Schutz vor freien O2-Radikalen

oder N-Acetyl-L-Cystein (NAC) zur endogenen Stimulation der Glutathionperoxidase gegeben.

In den toten Zellen konnten typische Veränderungen des apoptotischen Zelltodes wie DNA-

Fragmente und Chromatinkugeln beobachtet werden. Dass Hyperoxie über freie O2-Radikale zur

Apoptose führt, konnte daraus geschlossen werden, dass der Zelltod durch die Gabe der

Antioxidanzien verhindert werden konnte27.

In in-vivo Studien wurden zwei Tage alte Ratten 95% Sauerstoff ausgesetzt. Einem Teil der

Tiere wurde zusätzlich BSO (Buthioninsulfoximin) verabreicht, ein Glutathionsynthesehemmer.

Es wurde der Zusammenhang zwischen Hyperoxie, mangelndem Antioxidationsschutz (durch

verminderte Glutathionsynthese) und Apoptose im sich entwickelnden Gehirn untersucht. Dabei

wurde herausgefunden, dass Hyperoxie eine Verminderung von NGF (nerve growth factor)
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induzierte, während es durch BSO zu einem Abfall der Gluthationkonzentration kam. Bei den

Tieren, die sowohl mit Hyperoxie als auch mit BSO behandelt wurden, konnte ein dramatischer

Anstieg der Apoptose im Gehirn beobachtet werden. Daraus konnte geschlossen werden, dass

sowohl Hyperoxie als auch mangelnder Antioxidationsschutz für vermehrte apoptotische

Veränderungen im Gehirn verantwortlich sind. Möglicherweise ist dieser vermehrte Zelltod via

Apoptose, ausgelöst durch Hyperoxie, verantwortlich für die Entstehung von bleibenden

kognitiven Defiziten, die bei Frühgeborenen beobachtet wurden28.

1.2.1. Zytokine und Neurodegeneration im neonatalen Gehirn

Unter Zytokinen versteht man diverse Gruppen von Polypeptiden. Sie spielen unter anderem eine

Rolle bei Entzündungen, immunologischen Vorgängen und bei Zelldifferenzierung bzw. Zelltod.

Zu ihnen zählen Interleukine, Tumor-Nekrose-Faktoren und Chemokine. Zytokine haben viele

verschiedene Wirkungen. Sie spielen eine große Rolle bei Reaktionen auf Organverletzungen,

Infektionen und Entzündungen. Ihr Einfluss auf ZNS-Erkrankungen gewinnt zunehmend an

Bedeutung in biologischen und klinischen Studien29, 30.

Zytokine sind beteiligt als Mediatoren und Inhibitoren bei diversen Formen der

Neurodegeneration und wirken über eine ganze Reihe von Mechanismen im ZNS31.

In den letzten Jahren werden inflammatorische Prozesse fernab vom kindlichen Gehirn als

Auslöser für zerebrale Schädigungen diskutiert. Neonatal auftretende Schädigungen der weißen

Substanz, welche bei mehr als 10% der Frühgeborenen gefunden wurden32, können später

sowohl zu motorischen, kognitiven, visuellen Defiziten wie auch zu Teilleistungsstörungen

führen33, 34. Immer mehr Studien favorisieren die Hypothese, dass ein inflammatorisches

Geschehen der Schädigung der neonatalen weißen Substanz vorangeht oder begleitend zu ihr

auftritt35, 36, 37. So wurden höhere Konzentrationen von Interleukinen im Nabelschnurblut von

Kindern entdeckt, die später eine zerebrale Parese entwickelten36. Auslöser wie eine mütterliche

Chorioamnionitis38, 35, 39, 40 oder auch kindliche inflammatorische Erkrankungen wie z.B. eine

nekrotisierende Enterokolitis, sind mit einer schlechten neurologischen Prognose assoziiert41.

Vor allem die inflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-1β, IL-18 und IL-6 spielen in der

Pathogenese der PVL, des häufigsten neuropathologischen Befunds bei einer zerebralen Parese

von Frühgeborenen, eine wichtige Rolle. Es zeigte sich, dass eine frühe inflammatorische

1.2. ZYTOKINE
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Reaktion, charakterisiert durch eine frühe Makrophagenreaktion mit massiver

Zytokinproduktion, verbunden ist mit dem ersten Stadium einer PVL (Koagulationsnekrose)42,43.

In den letzten Jahren ist vor allem IL-18 in den Mittelpunkt der Studien im Zusammenhang mit

Infektionen und Neurodegeneration im unreifen Gehirn gerückt. Es zeigte sich, dass IL-18-

Konzentrationen im Nabelschnurblut von gesunden termingerechten Neugeborenen nicht

nachzuweisen waren, während sich bei 58% von gesunden Frühgeborenen ein positives IL-18-

Ergebnis fand, was die Überlegung nach sich zog, dass das Vorhandensein von IL-18 im

Nabelschnurblut mit einer zu frühen Geburt verbunden ist. Darüber hinaus fanden sich deutlich

höhere Konzentrationen von IL-18 bei Frühgeborenen, die später eine PVL entwickelten, als bei

Frühgeborenen, bei denen später keine PVL auftrat. Die erhöhten IL-18-Konzentrationen

könnten für pränatale inflammatorische Reaktionen sprechen35.

Die Erkenntnisse über den Beitrag von Zytokinen zur Neurodegeneration beruhen auf indirekten

Beweisen, die hauptsächlich auf Veränderungen in der Expression und den Effekten

rekombinanter Zytokine basieren, und vor allem auf direkten Studien, in welchen Ausschüttung

und biologische Aktivität von endogenen Zytokinen näher bestimmt wurden31.

1.2.2. Hyperoxie und Zytokinproduktion

Eine Folge von Hyperoxie ist das Auslösen einer inflammatorischen Antwort mit erhöhter

Zytokinproduktion in verschiedenen Organen. So ist die erhöhte Produktion von Zytokinen,

verursacht durch Sauerstoffexposition, einer der Mechanismen, der im Frühstadium einer

chronischen Lungenerkrankung bei Frühgeborenen eine Rolle spielt. Hyperoxie führt dabei zu

einer Veränderung der Expression von inflammatorischen Zytokinen aus den

Alvoelarmakrophagen44, 45. Nach Sauerstoffexposition kommt es in der unreifen Lunge zu einer

stark erhöhten Produktion von reactive oxygen intermediates (ROI), da nur ein unzulängliches

Antioxidationssystem vorhanden ist46, 47. In vielen Zelltypen aktivieren ROI

Transkriptionsfaktoren wie NF-_B48. Die meisten der inflammatorischen Zytokine wie z.B. IL-

1_, TNF-_, IL-6 und IL-8, welche in den Lungen von Frühgeborenen gefunden wurden, die

später eine chronische Lungenerkrankung entwickelten, haben eine NF-_B-Zielsequenz in ihrer

Promotorregion49. Dies könnte erklären, wie Sauerstoffexposition zu einer Expression dieser

inflammatorischen Zytokine in vitro führt50. Darüber hinaus erklärt dieser Mechanismus, dass

selbst eine Exposition mit kleinen Mengen von direktem Sauerstoff aufgrund des unreifen

Antioxidationssystems ausreicht, um die initialen inflammatorischen Zeichen hervorzurufen, die

dann zu einem CLD (chronic lung disease) führen51.
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Im Rahmen ischämischer Reperfusion wurde eine Induktion der IL-18-Produktion beobachtet52.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass Hyperoxie, über NO und aktive freie

Sauerstoffradikale, eine entscheidende Rolle für eine erhöhte IL-18-Produktion spielt, welche

dann möglicherweise über eine IFN-_ Produktion zu Organschädigungen führt.

Studien ergaben, dass eine Oxygenierung über die physiologischen Werte hinaus unter

Umständen zu einem fetal inflammatory response syndrome (FIRS) und dadurch zu

neurologischen Schädigungen bei unreifen Neugeborenen führen kann53.

1.2.3. Wirkungsmechanismen von Zytokinen

Wirkungen und Mechanismen der einzelnen Zytokine unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht,

und die übliche Unterteilung in proinflammatorische und antiinflammatorische Zytokine ist nicht

immer eindeutig und kann je nach Auslöser und Lokalisation des Geschehens variieren. Im

Folgenden werden die Mechanismen nur beispielhaft an einigen in dieser Arbeit untersuchten

Zytokinen aufgezeigt.

1.2.3.1. IL-1β und IL-18

IL-1β und IL-18 gehören zu den proinflammatorischen Zytokinen. Sie gleichen sich sehr in

Struktur, Wirkungsweise, Rezeptoraffinität und Signaltransduktion54, 55 .

IL-18, zunächst als IFN-_-induzierender Faktor identifiziert, ist Mitglied der IL-1-Familie. Es ist

ein pleiotropes Zytokin, welches von verschiedenen Zelltypen, wie Makrophagen, intestinalen

Epithelzellen, Keratinozyten und Mikrogliazellen, exprimiert wird. IL-18 spielt bei der

Immunabwehr eine wichtige Rolle, indem es verschiedene Zytokine (IFN-_, GM-CSF und TNF-

_), Fas-Ligand und NO induziert und die Zytotoxizität von NK-Zellen erhöht56, 57, 58. Darüber

hinaus ist es in inflammatorische Reaktionen involviert. So spielt IL-18 z.B. eine Rolle bei der

Schädigung des Lebergewebes im Rahmen einer Hepatitis59.

Sowohl IL-18 als auch IL-1_ werden als inaktive Vorstufen synthetisiert und müssen von

Caspase-1 (auch ICE, IL-1 converting enzyme) gespalten werden, um biologisch aktiv zu

werden. Der Zusammenhang zwischen Caspase-1 und der Aktivierung von IL-1β und IL-18

spielt eine große Rolle bei Schädigungen des neonatalen Gehirns nach Hypoxie und

Ischämie60,61. IL-1β und IL-18 teilen viele Eigenschaften. Zusätzlich scheint IL-18 die

proinflammatorischen Effekte von IL-1β zu potenzieren und induziert in manchen Zellen

vermutlich die IL-1β-Produktion62.
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Beide Zytokine setzen an einem Membran-assoziierten IL-Rezeptor an und führen über die

Aktivierung von MyD88, IRAK (IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase), TRAF-6 (TNF-Rezeptor-

assoziierter Faktor 6) zur Aktivierung von NF-κB. Die Aktivierung  dieses Transkriptionsfaktors

führt zu einer Expression von proinflammatorischen Genen, z.B. iNOS (inducible nitric oxide

synthase)55, 63. Durch iNOS kommt es zu einer verstärkten Schädigung des unreifen Gehirns64,

und auch die Aktivierung von NF-κB scheint zur vermehrten Neurodegeneration nach Ischämie

zu führen65.

Des Weiteren kommt es nach der Bindung von IL-1_ und IL-18 an die Rezeptoren innerhalb der

ersten 15 Minuten zu einer Reihe von Phosphorylierungen, in deren Verlauf eine Aktivierung der

MAP-Kinase auftritt66, 67.

Darüber hinaus induzieren IL-1_ und IL-18 die Expression von Chemokinen, wie z.B. IL-8, die

chemotaktisch auf Monozyten, T-Zellen und eosinophile Granulozyten wirken. Studien haben

gezeigt, dass es zu einer Aktivierung dieses Chemokinsystems im unreifen Gehirn nach

Hypoxie/Ischämie kommt68 und IL-1β und IL-18 so zum Schädigungsvorgang beitragen69. Eine

weitere wichtige Funktion von IL-18 ist die Induktion der Zytokinproduktion (IL-2 und IFN-_)

der T-Helferzellen-1 (Th1-Zellen), was im Synergismus mit IL-12 geschieht. Durch IL-18 und

IL-12 stimuliert werden nicht nur Th1-Zellen, sondern auch natürliche Killerzellen (NK) und

aktivierte B-Zellen56.

IL-18 trägt sowohl indirekt über diese inflammatorische Reaktion als auch direkt über eine

Steigerung der Zytotoxizität der Immunzellen zum Schädigungsvorgang bei. IL-18 steigert die

zytotoxische Aktivität der Immunzellen durch eine Hochregulation der Fas-Ligand-Expression

auf NK und Th1-Zellen70, und durch Perforin vermittelt es eine gesteigerte zytotoxische

Aktivität von NK71.

Darüber hinaus konnte eine Expression von IL-18R auf Neuronen beobachtet werden, was nahe

legt, dass IL-18 möglicherweise bisher unbekannte Einflüsse auf Neurone hat63.
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Abbildung 1: Signaltransduktion von IL-18 und IL-1β

1.2.3.2. IL-10

IL-10 wird im ZNS von Astrozyten und Mikrogliazellen synthetisiert und gehört zu den anti-

inflammatorischen Zytokinen. Studien haben gezeigt, dass dieses Interleukin die Degeneration

von Neuronen nach ZNS-Verletzungen reduzieren kann72, 73. Das geschieht zum einem durch

seine antiinflammatorische Wirkung, indem es die Synthese von inflammatorischen Zytokinen,

wie TNF-α und IL-1β, hemmt74, 75. Darüber hinaus schützt IL-10 aber auch vor dem von

Glutamat vermittelten Zelltod. Nach ZNS-Verletzungen kommt es zu einer abnormen

Ausschüttung von Glutamat, was signifikant zur neurologischen Entwicklung beiträgt. Durch die

Ausschüttung von Glutamat  kommt es zur Aktivierung des Glutamatrezeptors, eines NMDA-

Subtyps, was letztlich zu einem unnatürlichen Einstrom von Ca2+ in die Neuronen und damit

zum Zelltod führt76. IL-10 inhibiert nun diesen glutamatvermittelten apoptotischen Zelltod,

indem es die Aktivität von proapoptotischen Faktoren blockiert. Proteasen, wie Caspase-3 und

Transkriptionsfaktoren, wie der Kernfaktor NF-κB, spielen bei der Zelltoxizität von Glutamat
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eine entscheidende Rolle. IL-10 vermindert nicht nur den glutamatvermittelten Anstieg der

Aktivität von Caspase-3, sondern induziert sogar einen rapiden Abfall der Caspase-3 Aktivität.

Darüber hinaus blockiert IL-10 die durch Glutamat induzierte DNA-Bindungsaktivität von NF-

κB77.

Die neuroprotektive Wirkung von IL-10 beruht also im Wesentlichen auf zwei Ansatzpunkten:

dem antiinflammatorischen Effekt und der Reduktion der durch Glutamat vermittelten Apoptose.

1.3.1. Die Bedeutung der Neurotrophine im sich entwickelnden Gehirn

Wachstumsfaktoren sind ebenso wie die Zytokine Polypeptide, welche an transmembranäre

Rezeptoren binden und eine spezifische, intrazelluläre Antwort auslösen. Der Begriff Zytokine

wurde geprägt, um die Gruppe der immunmodulatorischen Proteine von den anderen, das

Wachstum und die biologische Aktivität der nicht immunkompetenten Zellen und Gewebe

modulierenden Wachstumsfaktoren abzugrenzen.

Zu der Familie der Wachstumsfaktoren gehören die Neurotrophine NGF (nerve growth factor),

BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT-3, NT-4 und NT-5. Diese Neurotrophine spielen

eine entscheidende Rolle für das Überleben und die Erhaltung der Neurone im sich

entwickelnden Gehirn durch Regulierung der Apoptose (s. Kapitel 1.5.). Sie aktivieren diverse

intrazelluläre Signale, die das Zellüberleben unterstützen. Die sich entwickelnden Neurone

brauchen die trophische Unterstützung der Wachstumsfaktoren, daher kommt es bei einem

Verlust der Neurotrophine zur Aktivierung des programmierten Zelltodes78. Dabei gibt es die

Hypothese, dass nur funktionierende Neurone mit korrekten synaptischen Verbindungen die

Unterstützung von Wachstumsfaktoren erhalten79. So wird durch diesen kontrollierten

physiologischen Zelltod erreicht, dass die überflüssigen, funktionslosen Neurone eliminiert

werden, um den Ablauf im funktionierenden Gewebe nicht zu stören.

Darüber hinaus haben diverse Studien gezeigt, dass Neurotrophine, vor allem NGF, BDNF und

NT-3, die Neurone des ZNS bei einem hypoxischen/ischämischen Insult vor ihrem Zelltod

schützen können. Diese protektive Wirkung konnte vorwiegend im neonatalen Gehirn von

Ratten nachgewiesen werden80, 81. In Kulturen schützt BDNF außerdem vor dem von Glutamat

1.3. WACHSTUMSFAKTOREN
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vermittelten neuronalen Zelltod durch Blockierung des schädigenden Anstiegs des freien Ca2+ im

Zytosol, das von toxischen Konzentrationen von Glutamat hervorgerufen wird82.

1.3.2. Wirkungswege der Neurotrophine

Neurotrophine binden und aktivieren Trk-Rezeptoren (Tyrosinkinaserezeptoren), TrkA, TrkB

und TrkC, welche an der Zelloberfläche sitzen und eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität

besitzen. Die Regulierung der Apoptose durch Neurotrophine geschieht durch die Aktivierung

von Proteinkinasekaskaden, die über Schlüsselelemente - wie zum einen die Phosphoinositol-3-

Kinase (PI[3]K) und Akt und zum anderen über Shc und die mitogenaktivierte Proteinkinase

(MAPK) - verlaufen (s. Abb.2)83.

Abbildung 2: Signalwege des neuronalen Überlebens, induziert durch die Bindung von NGF an
den TrkA-Rezeptor

Signaltransduktion über PI(3)K und Akt

Die Vermutung, dass die Signaltransduktion über PI(3)K eine zentrale Rolle beim Überleben der

Neurone spielen könnte, kam auf, als man beobachtete, dass PI(3)K-Inhibitoren den
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Überlebenseffekt von NGF blockieren84. Die aktiven PI(3)K-Enzyme regulieren die Lokalisation

und Aktivität einer Schlüsselkomponente im Zellüberleben, die Ser/Thr Kinase Akt85. Akt hat

verschiedene Schlüsselproteine als Ziel, die die Zelle überleben lassen. So zum Beispiel Bad, ein

proapoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie, welches in unphosphorylierter Form Bcl-xL binden

und so das Zellüberleben blockieren kann. Über Akt kommt es zur Phosphorylierung von Bad,

sodass die proapoptotische Aktivität von Bad inhibiert wird86. Darüber hinaus wirkt sich Akt

direkt oder indirekt auf drei Transkriptionsfaktoren aus, welche alle in die Regulierung des

Zellüberlebens involviert sind. Durch die Phosphorylierung von Forkhead durch Akt kommt es

zu einer negativen Regulierung der den Zelltod fördernden Signale, während die

Phosphorylierung von CREB (cAMP response element binding protein) und NF-_B

Überlebenssignale stimuliert87, 88. Akt ist also eine potente Kinase, die auf verschiedenen Wegen

die Neurone am Leben erhält.

Signaltransduktion über MAPK

Über den PI(3)K- und Akt-Weg hinaus wirken die Neurotrophine nach der Aktivierung des Trk-

Rezeptors noch über andere Signaltransduktionswege. Sie stimulieren auch das Andocken von

Shc an den aktivierten Trk-Rezeptor. Das triggert die Aktivierung des kleinen GTP-bindenden

Proteins Ras und im Verlauf der Kaskade die Phosphorylierung und Aktivierung der Kinasen

Raf und MAPK, bzw. ERK (extracellular signal-regulated protein kinase)89. Die Effekte über

den Weg der MAPK für das Zellüberleben werden zum großen Teil über die aktivierte pp90-

ribosomal-S6-Kinase (RSK) vermittelt. Wie durch Akt wird Bad von RSK phosphoryliert und so

in seiner proapoptotischen Aktivität inhibiert. Außerdem kommt es durch RSK zu einer

Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB, welcher die Transkription von Bcl-2 steigert und

das Zellüberleben direkt stimuliert.

Obwohl der Signalweg über PI(3)K-Akt und der MAPK-Signalweg nach dem

Neurotrophinrezeptor unterschiedlich verlaufen, laufen sie schließlich in Bad und CREB

zusammen, um das Apoptoseprogramm zu inhibieren83.

Wie kommt es nun zum Absterben der Zelle durch die Abwesenheit von Neurotrophinen? Das

Entfernen von NGF führt zu einer Abnahme der MAPK- und PI(3)K-Aktivität, gefolgt von einer

ganzen Reihe früher Veränderungen wie einem Anstieg des reaktiven O2, einem Abfall der

Glukoseaufnahme und einem Abfall der RNA- und Proteinsynthese. In manchen Zellen kommt

es nach einem NGF-Wegfall zum Anstieg von JNK (c-Jun N-terminal Kinase), was zu einer

Aktivierung der neuronalen Apoptose führt90.
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Studien zeigen allerdings auch, dass Neurotrophine bzw. ihre Vorstufen, die so genannten

Proneurotrophine, proapoptotische Wirkung besitzen. So ist z.B. ProNGF ein Ligand mit hoher

Affinität für p75NTR und induziert p75 NTR-abhängige Apoptose in Neuronenkulturen mit

minimaler Aktivität von TrkA-vermittelter Differenzierung oder Zellüberleben.

Reife Neurotrophine binden selektiv an die Trk-Rezeptoren und fördern so das Zellüberleben,

aber sie interagieren auch mit einer geringen Affinität mit dem strukturell deutlich

unterschiedlichen Rezeptor p75 NTR. Obwohl p75 NTR die Affinität und Spezifität der Trk-

Neurotrophin-Interaktion erhöhen kann, induziert p75 NTR auch Apoptose in Oligodendrozyten

und Neuronen bei reduzierter oder fehlender Trk-Aktivität91, 92.

1.3.3. Neurotrophine und Hyperoxie

In vitro Studien haben gezeigt, dass Hyperoxie apoptotische Neurodegeneration induzieren kann,

welche Wachstumsfaktoren erfolgreich unterdrücken. Dabei wurde beobachtet, dass PC12h-

Zellen (eine Subklonart von P12-Zellen) unter Hyperoxie (50% O2) starben. Zum Zelltod kam es

nicht, wenn Antioxidanzien dazugegeben wurden. In den abgestorbenen Zellen konnten DNA-

Fragmente und Chromatinkugeln beobachtet werden, was den Schluss nahe legt, dass Hyperoxie

via ROS (reactive oxygen species) zur Apoptose führt. Durch NGF konnte diese Apoptose durch

Hochregulierung von Bcl-2 effektiv unterdrückt werden27.

Des Weiteren zeigten in vivo Studien mit 2 Tage alten Ratten, die einer Hyperoxie (95% O2)

ausgesetzt wurden, dass Hyperoxie zu einer Abnahme der NGF-Konzentration im Gehirn und so

zu vermehrter apoptotischer Neurodegeneration führte28.

In vivo konnte eine protektive Wirkung von ERK, einem Teil der MAPK-Familie, bei DNA-

Schädigungen und Apoptose infolge von Hyperoxie festgestellt werden. In einem Rattenmodell

zur hyperoxischen Lungenschädigung zeigte sich, dass es über die aktivierte MAPK zu einem

spezifischen Schutz gegen den durch Sauerstoff induzierten DNA-Strangbruch und Apoptose

kam, welcher nicht auftrat bei Gabe eines Inhibitors der MAPK93.
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Das Säugerhirn durchläuft während seiner Entwicklung eine Phase des rapiden Hirnwachstums,

die 1974 von Dobbing als „brain growth spurt period“ beschrieben wurde. Während dieser

Phase spielen sich viele wichtige Vorgänge im Gehirn ab: Migration und Differenzierung von

Nervenzellen, Synaptogenese, bei der Trillionen von synaptischen Verbindungen gebildet

werden, wie auch die Eliminierung überflüssiger Neuronen, die durch zelluläre Vorgänge

reguliert werden (s. Apoptose) 94, 95. In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass das

unreife Gehirn in der Periode des rapiden Hirnwachstums extrem anfällig ist für einen

pathologisch erhöhten Neuronenuntergang als Reaktion auf verschiedene schädigende Einflüsse

wie z.B. Hypoxie/Ischämie96, Schädeltrauma97, 98 und pharmakologische Wirkstoffe99, 100.

Der Zeitraum, in der diese Periode stattfindet, unterscheidet sich bei den verschiedenen Spezies.

Beim Menschen beginnt er im sechsten Schwangerschaftsmonat und endet zu Beginn des dritten

Lebensmonats. Die Hirnwachstumsgeschwindigkeit während dieser Periode folgt einem

sigmoidalen Kurvenverlauf, dessen Höhepunkt zum Zeitpunkt der Geburt erreicht ist.

Demgegenüber umfasst die Periode des rapiden Hirnwachstums bei der Ratte die ersten drei

postnatalen Lebenswochen mit einer maximalen Hirnwachstumsgeschwindigkeit zwischen dem

sechsten und zehnten Lebenstag. Um Phänomene zu modellieren, die sich im menschlichen

Gehirn während der Periode des rapiden Hirnwachstums abspielen, wird die Ratte während der

vergleichbaren ontogenetischen Phase als Tiermodell benutzt94, 95.

1.4. DIE PERIODE DES RAPIDEN HIRNWACHSTUMS („BRAIN GROWTH SPURT
PERIOD“)
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Abbildung 3: Die Periode des rapiden Hirnwachstums („brain growth spurt period“)

Im sich entwickelnden Gehirn sind der exzitotoxische Zelltod und vor allem die Apoptose die

vorherrschenden Formen des Zelltods. Das Phänomen der Apoptose ist seit mehr als hundert

Jahren bekannt101, doch erst seit den siebziger Jahren werden ihre Auslöser und ihre genetische

Regulation systematisch untersucht. Die Apoptose ist ein sehr koordinierter und komplexer

Vorgang, bei dem es zum Untergang und zur Entfernung unreifer oder geschädigter Neuronen

kommt. Diese regulierte Selbstzerstörung der Zelle ermöglicht dem Organismus eine Kontrolle

der Zellzahl und schützt ihn so vor „überflüssigen“ Zellen, die das Funktionsgleichgewicht

stören würden102. Die Apoptose der Neuronen formt also das sich entwickelnde Gehirn durch

diese Art des kontrollierten physiologischen Zelltods. Die im Rahmen der Hirnentwicklung im

Überschuss produzierten Neurone werden so auf ungefähr die Hälfte ihrer Ausgangszahl

reduziert. Auf allen Stufen der neuronalen Reifung kann der programmierte Zelltod

nachgewiesen werden, am häufigsten sind jedoch reife Neurone betroffen, die bereits über

Verbindungen zu afferenten und efferenten Zellen verfügen103.  Die Apoptose spielt aber ebenso

eine wichtige Rolle bei akuten und chronischen neurodegenerativen Erkrankungen. Getriggert

1.5. APOPTOSE
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wird die Apoptose unter anderem durch den Verlust von Wachstumsfaktoren, DNA-

Schädigungen, Zytokinproduktion, Aktivierung von Todesrezeptoren und die Ausschüttung von

Zytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytoplasma83, 104, 105. Im Folgenden werden nur einige

wenige Aspekte herausgegriffen.

1.5.1. Morphologische Kennzeichen der Apoptose

Kennzeichnend für den apoptotischen Zelltod sind eine primäre DNA-Fragmentation in ca.180

Basenpaar große Stücke, die Kondensation von Nukleoplasma und Zytoplasma, Bildung

apoptotischer Körperchen und Phagozytose dieser Körperchen, ohne dass es zu einer Freisetzung

proinflammatorischer Zellbestandteile kommt. Eine Entzündungsreaktion in der Umgebung

bleibt aus. Diese morphologischen Veränderungen wurden zum ersten Mal von Kerr und

Mitarbeitern in Leberzellen beschrieben106.

Ishimaru et al.107 studierten am Gehirn zwei Tage alter Ratten den Ablauf der ultrastrukturellen

Veränderungen von Neuronen, die im Rahmen der physiologischen Apoptose degenerierten. Die

ersten Veränderungen werden im Nukleoplasma sichtbar. Die ursprünglich homogene Masse

verklumpt und flockt aus. Es bilden sich Chromatinkugeln, indem sich „Chromatinklumpen“

aneinander legen. Parallel dazu zerfällt die Kernmembran, sodass Zyto- und Nukleoplasma sich

vermischen können. Dadurch verteilen sich die Chromatinkugeln aus dem Nukleus in der ganzen

Zelle. Der Aufbau der Kernmembran aus zwei Schichten bleibt weiterhin erkennbar.

Die Organellen des Zytoplasmas bleiben weitgehend unbeeinträchtigt von diesen Vorgängen,

lediglich die Mitochondrien schwellen etwas an. Zuletzt schnürt die Zelle Zellfragmente, die so

genannten apoptotic bodies, ab, die im Neuropil verbleiben und dort abgebaut werden.

Anhand dieser morphologischen Kriterien kann man die Apoptose von der Nekrose, der anderen

wichtigen Form des Zelltodes, abgrenzen.

1.5.2. Die genetische Regulation der Apoptose

Die apoptotische Zelltodkaskade wird von einem intra- oder einem extrazellulären Triggerfaktor

in Gang gesetzt, dementsprechend spricht man vom extrinsischen oder intrinsischen Weg. Beide

führen letztlich über Aktivierung der Caspasen zum Zelltod. Die meisten der von Kerr et al.106

beobachteten morphologischen Veränderungen werden verursacht durch eine Gruppe von

Cysteinproteasen, die vor allem in apoptotischen Zellen aktiviert sind. Diese homologen

Proteasen sind Teil einer großen Proteinfamilie und bekannt als Caspasen. Sie spielen die

zentrale Rolle bei der Zerstörung der Zelle. Tatsächlich kann durch Elimination der
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Caspaseaktivität (durch Mutation oder pharmakologische Hemmstoffe) die Apoptose

verlangsamt oder sogar ganz aufgehalten werden102. Caspasen können anhand einer Sequenz in

ihrer Pro-Domaine klassifiziert werden. Caspasen mit einer „Todeseffektordomaine“, wie

Caspase-8 und Caspase-10, werden aktiviert durch die Interaktion mit der intrazellulären

Domaine von Todesrezeptoren (z.B. Fas/CD 95/Apo-1 oder TNF-Rezeptoren). Caspasen mit

CARDs (caspase activating recruitment domains) wie Caspase-1, -2, -4, -5, -9, -11 und -12

werden meist durch einen intrazellulären Komplex aktiviert, beispielsweise durch den

Zytochrom C/Apaf-1/Caspase 9-Komplex108.

Durch die Bindung eines Liganden an den so genannten Todesrezeptor Fas (Apo-1, CD 95)

kommt es zur Aktivierung des extrinsischen Weges. Dieser Rezeptor sitzt an der Zelloberfläche

und gehört zur TNF(Tumor-Nekrose-Faktor)-Familie. Über die Aktivierung der Caspase-8

kommt es zum Zelltod109, 110, 111.

Apoptose durch DNA-Strangbrüche bei Bestrahlung112, Entzug des Wachstumsfaktors NGF113

oder Zellschädigungen durch freie Radikale im Rahmen von Hyperoxie114 sind Beispiele für die

Aktivierung des intrinsischen Weges. Dabei kommt es zur Ausschüttung von Zytochrom C aus

den Mitochondrien in das Zytoplasma. Dort bindet es sich an Apaf-1, wodurch es zur

Aktivierung der Caspase-9 und damit der apoptotischen Kaskade kommt115. In der Folge werden

verschiedene Proteinkinasen aktiviert und Transkriptionsfaktoren phosphoryliert. Beispielhaft

seien hier die c-Jun N-terminal-Kinasen (JNKs) erwähnt. Diese Enzyme phosphorylieren nach

ihrer Aktivierung den Transkriptionsfaktor c-Jun, der nun seinerseits die Transkription

proapoptotischer Gene auslöst116. In dieser Kaskade ist auch eine intrazelluläre Kontroll- und

Modifikationsphase enthalten, in der die Proteine der Bcl-Familie eine Schlüsselrolle spielen117.

So kommt es über Wachstumsfaktoren (growth factors) zu einer gesteigerten Aktivität von

CREB (cAMP responsive element binding protein), Bcl-xL und Bcl-2, was eine Ausschüttung

von Zytochrom C aus den Mitochondrien und damit den intrinsischen Weg der Apoptose

verhindert.

Über die verschiedenen Caspasen kommt es schließlich zur Zellschrumpfung,

Membranschwellung, DNA-Fragmentation und zur Verhinderung der DNA-Reparation, was

schließlich zum Zelltod führt118.
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Abbildung 4: Die apoptotische Kaskade

In der Einleitung wurde beschrieben, dass die hohe Inzidenz von bleibenden motorischen und

kognitiven Beeinträchtigungen von Frühgeborenen nicht ausreichend erklärt werden kann. Es

wurde auch der Zusammenhang zwischen Hyperoxie und apoptotischer Vorgänge in den

Neuronen des sich entwickelnden Gehirns dargestellt, wie auch die Wirkungsmechanismen der

Wachstumsfaktoren und Zytokine.

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist nun, wie sich ein erhöhtes

Sauerstoffangebot auf das unreife Gehirn auswirkt und welchen Einfluss es auf die Expression

von apoptotischen Genen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen hat.

Dazu wurde ein Tierversuchsmodell mit 6 Tage alten Ratten entwickelt, um den Zusammenhang

zwischen Hyperoxie, Apoptose und deren regulierenden Faktoren und inflammatorischen

Prozessen im sich entwickelnden Gehirn zu untersuchen.

1.6. FORMULIERUNG DER ZENTRALEN FRAGESTELLUNG
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2. Material

ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Darmstadt
(TaqMan-PCR-Cycler)

Blotting Box Biometra, Göttingen

Brutschrank Heracell Heraeus, Hanau

Elektrophoresekammer Biometra, Göttingen

Entwicklungsmaschine X-OMAT 5000RA Kodak, Stuttgart

Feinwaage MC 210 S Sartorius, Göttingen

GelBond®PAG Film (21.0 x 21.3cm) Serva, Heidelberg

Geldokumentationssystem BioDocAnalyze Biometra, Göttingen

Gene Quant II RNA/DNA CalculatorPharmacia Biotech, Freiburg

Horizontales Elektrophoresesystem AGS, Heidelberg
Easy-Cast™

Hybridisierungsofen OV 3Biometra, Göttingen

HypercassetteTM Amersham Biosciences, Freiburg

HyperfilmTM ECL Amersham Bioscience, Freiburg

Kamera (Lichtmikroskop) Olympus PM-C35DX Olympus, Hamburg

Konzentrator T 301 Eppendorf, Hamburg

Leuchtkasten Roth, Karlsruhe

Lichtmikroskop Olympus BX60 Olympus, Hamburg

Magnetrührer MR3001 Heidolph, Kehlheim

Mikrowellenherd (Modell M 706) Philips, Hamburg

Mikroplattenreader Perkin Elmer, Weiterstadt

Mikrotom HM 360 Microm International GmbH, Walldorf

Nitrocellulosemembran Hybond ECL Amersham International, Bucks, UK

PCR-Thermocycler Gene Amp Perkin Elmer, Weiterstadt
PCR System 2400

Perfect WesternTM (Inkubationsbox) GenHunter, Nashville, TN, USA

pH-Meter GPHR 1400A Greisinger, Regenstauf

Pipetten und Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg

Präzisionsküvette aus Quarzglas SUPRASIL® Hellma, Mühlheim

2.1. GERÄTE UND HILFSMITTEL
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Rotationsvibratom VT 1000 S Leica Microsystem, Nussloch

Schüttelinkubator Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Spacer Diagen, Hilden

Spektralphotometer Ultraspec® III Pharmacia, Freiburg

Stereotaktisches Gerät David Kopf Instruments, Tujunga, USA

Stromversorgungsgerät EPS 3500 Pharmacia, Freiburg

Taumel-Wipptisch WT12 Biometra, Göttingen

TGGE-Gelkammer für Polyacrylamidgele Diagen, Hilden

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Thermostat KH-3 Biometra, Göttingen

Tischzentrifuge 5415C und 5417 R Eppendorf, Hamburg

Trans-Blot-SD-System Bio-Rad Laboratories, München

Trockenschrank B12 Heraeus, Hanau

UV-Transilluminator TI 1 Biometra, Göttingen

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg

Vortexgerät Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA

Waage BL 1500 S Sartorius, Göttingen

3-Aminopropyltriethoxysilan Sigma-Aldrich, Steinheim

Aceton Merck, Darmstadt

Acrylamid Sigma-Aldrich, Steinheim

Agarose (ultra pure) Gibco BRL, Eggenstein

Allantoin Sigma-Aldrich, Steinheim

Ammoniumhydroxid Fluka, Buchs, Schweiz

Aprotinin Fluka, Buchs, Schweiz

APS Serva, Heidelberg

Aqua-Spüllösung Delta-Pharma, Pfullingen

Azur B Sigma-Aldrich, Steinheim

β-Mercaptoethanol Fluka, Buchs/Schweiz

2.2. CHEMIKALIEN
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Borsäure Merck, Darmstadt

Bromphenolblau Merck, Darmstadt

BSA Sigma-Aldrich, Steinheim

chirurgisches Instrumentarium Aesculap, Tuttlingen

Chloralhydrat Sigma-Aldrich, Steinheim

Chloroform Merck, Darmstadt

Citronensäure-Monohydrat Sigma-Aldrich, Steinheim

Coumarin-Säure Sigma-Aldrich, Steinheim

DAB Sigma-Aldrich, Steinheim

Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTPs) Promega, Madison, USA

DMSO Fluka, Buchs, Schweiz

DTT Sigma-Aldrich, Steinheim

EDTA Merck, Darmstadt

Essigsäure Merck, Darmstadt

Ethanol (vergällt und unvergällt) Merck, Darmstadt

Ether zur Narkose ASID® ASID Bonz, Böblingen

Ethidiumbromid Merck, Darmstadt

Formaldehyd (37%ige Lösung) Riedel-de Haën, Seelze

Formamid Fluka, Buchs, Schweiz

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin ICN Biomedicals, Aurora, USA

Glycogen Boehringer, Mannheim

Heparin Sigma-Aldrich, Steinheim

Isopropanol Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid Roth, Karlruhe

Kaliumferrizyanid Sigma-Aldrich, Steinheim

Kupfernitrat Sigma-Aldrich, Steinheim

Leupeptin Serva, Heidelberg

Luminol Fluka, Buchs, Schweiz

Magermilchpulver Roth, Karlsruhe

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

Mayers Hämalaun Merck, Darmstadt

Methylenblau Sigma-Aldrich, Steinheim

Methylgrün Sigma-Aldrich, Steinheim
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Natriumacetat Merck, Darmstadt

Natriumcacodylat Sigma, St. Louis, USA

Natriumcarbonat Fluka, Buchs, Schweiz

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Natriumtetraborat Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich, Steinheim

Oligo-d(T)-Primer Promega, Mannheim

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

PBS-Lösung Gibco, Paisley, Schottland

Pepstatin A Fluka, Buchs, Schweiz

Permount Mounting Medium EMS, Fort Washington, USA

Ponceau-Rot Sigma-Aldrich, Steinheim

Pyridin Sigma-Aldrich, Steinheim

Roti-Phenol/Chloroform-Lösung Roth, Karlsruhe

Salpetersäure (65%) Merck, Darmstadt

Salzsäure (37%, rauchend) Merck, Darmstadt

Sigmacote® Sigma, St. Louis, USA

SDS Roth, Karlsruhe

Silan Sigma-Aldrich, Steinheim

Silbernitrat Merck, Darmstadt

TEMED Serva, Heidelberg

Tris Serva, Heidelberg

Triton X-100 Sigma, St. Louis, USA

Tween 20 Fluka, Buchs, Schweiz

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt

Xylencyanol Merck, Darmstadt
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Bezeichnung Zusammensetzung

Blotting-Transferpuffer 0,04M Tris, 0306M Glycin
20% (v/v) Ethanol, 0,1% SDS

Boratpuffer (pH 8,5) 20mM Borsäure
50mM Natriumtetraborat

Coumarinsäure Stammlösung 90mM Coumarinsäure (in
DMSO)

DNA-Probenpuffer (für Agarosegele) 0,1% (w/v) Bromphenolblau
10mM EDTA (pH 8,0)
60% (v/v) Glycerin
100mM Tris-HCl (pH 8,0)

DNA-Probepuffer (für Polyacrylamidgele) 0,1% (w/v) Bromphenolblau
10mM EDTA (pH 8,0)
60% (v/v) Glycerin
100mM Tris-HCl (pH 8,0)
0,1% (w/v) Xylencyanol

ECL-Lösung 1 2,5mM Luminol,
0,4mM p-Coumarsäure
100mM Tris-HCl (pH 8,5)

ECL-Lösung 2 100mM Tris-HCl (pH 8,5)

1% Essigsäurelösung 5ml 100% Essigsäure
ad 500ml Bidest-H2O

Fixierungslösung II 4% (w/v) Paraformaldehyd
(4% Paraformaldehydlösung, pH 7,4) 0,1% Natriumcacodylat

0,9% (w/v) Natriumchlorid

Heparinlösung 0,17% (v/v) Heparin in 1x PBS

Kupfer-Silber-Lösung 1,5g Silbernitrat,
(DeOlmos Kupfersilberfärbung) 3ml 0,5%ige Kupfernitratlösung,

15ml 0,1%ige Allantoinlösung,
9ml Boratpuffer, 17ml Ethanol,
9ml Pyridin

Laemmli-Puffer 2ml 0,625 M Tris/HCl (pH 6,8),
0,2g SDS, 5ml Glycerin
0,5ml β-Mercaptoethanol,
0,1ml Bromphenolblau,
ad 10ml Bidest-H2O

10 x Laufgelpuffer 72g Glycerin,
(für Blotting-Elektrophorese) 15,15g Tris, 5g SDS,

2.3. HÄUFIG VERWENDETE LÖSUNGEN
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ad 500ml Bidest-H2O

Luminol Stammlösung 250mM Luminol (in DMSO)

Lysepuffer, pH 7,6 50mM Tris, 166mM KCL
(Extraktionspuffer) 5mM EDTA, 1% Triton X-100

Magermilchlösung 2,5g Magermilchpulver ad
50ml TBS-T

Natriumcarbonatlösung 0,3M 59,36g Na2 CO2, 0,968ml Formalin,
ad 2000ml Bidest-H2O

PAGE-Laufpuffer 90ml 10 x TBE-Puffer, 50ml Glycerin,
ad 1000ml Bidest-H2O

PAGE-Lösung 12,6g Glycerin,
18ml 10x TBE-Puffer (pH 8,3),
25ml 40% Acrylamid,
147ml Bidest-H2O

PCR-H2O Bidest-H2O autoklaviert

Polyacrylamidgel-Elektrophorese-Puffer 5% (v/v) Glycerin, 0,9x TBE

10x Polyacrylamidgel-Elektrophorese-Puffer 0,192M Glycin, 0,1% SDS,
(Western Blot) 25mM Tris-HCl (pH 8,1)

5x Reaktionspuffer 50mM DTT, 0,375M Kaliumchlorid,
(DNase I-Behandlung und Reverse Transkription) 15mM Magnesiumchlorid,

0,25M Tris-HCl (pH 8,3)

Reduktionslösung 0,007% (w/v) Citronensäure,
(DeOlmos Kupfersilberfärbung) 10% (v/v) Ethanol,

0,04% (v/v) Formaldehyd

2 % Salpetersäure 15ml 65% Salpetersäure,
ad 500ml Bidest-H2O

4 x Sammmelgelpuffer, pH 6,8 30,3g Tris, 2g SDS,
ad 500ml Bidest-H2O

Silberdiaminlösung 0,13M Ammoniumhydroxid
(DeOlmos Kupfersilberfärbung) 0,1% (w/v) Natriumhydroxid

10% (w/v) Silbernitrat

0,2% Silbernitratlösung 0,6g Silbernitrat,
ad 300ml Bidest-H2O

Strippingpuffer 0,1M _-Mercaptoethanol,
0,2% (w/v) SDS,
62,5mM Tris-HCl (pH 6,8)

10 x TAE-Puffer, pH 7,7 10mM EDTA (pH 8,0),
2,3% (v/v) Essigsäure, 0,5M Tris

10 x TBE-Puffer, pH 8,3 1M Borsäure,20mM EDTA, 0,5M Tris

10 x TBS 0,1M Tris-HCl (pH 7,4),
1,5M Natriumchlorid
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0,1 % TBS-Tween 100ml 1x TBS,1ml Tween 20,
ad 1000ml Bidest-H2O

4 x Trenngelpuffer 90,8g Tris, 2g SDS,
ad 500ml Bidest-H2O

Wasserstoffperoxid-Methanol-Lösung 75% (v/v) Methanol,
(TUNEL-Färbung) 0,75% (v/v) Wasserstoffperoxid

ABC Kit Vector Laboratories, Peterborough, England

ApopTag® In Situ Apoptosis Detection Kit Oncor Appligene, Heidelberg

Bicinchoninic Acid Kit Interchim, Cedex, Frankreich

RNAClean™ AGS, Heidelberg

AmpliTaq®  DNA Polymerase Perkin Elmer, Weiterstadt

DNase I, RNase-frei Boehringer, Mannheim

M-MLV-Reverse Transkriptase Promega, Mannheim

Rnasin® Ribonuclease Inhibitor Promega, Mannheim

2.4. KITS

2.5. ENZYME
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Akt (polyklonaler Kaninchen-Antikörper) Cell Signaling, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt

p-Akt (polyklonaler Kaninchen-Antikörper) Cell Signaling, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt

Caspase-3 Antikörper Cell Signaling, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt

p-MAPK (polyklonaler Kaninchen-Antikörper) Cell Signaling, New England Biolabs GmbH,
(p-ERK1/2) Frankfurt

MAPK (monoklonaler Maus-Antikörper) Cell Signaling, New England Biolabs GmbH,
(ERK1/2 ) Frankfurt

Fas (monoklonaler Maus-Antikörper) Transduction Laboratories, Heidelberg

2.7.1. Oligonukleotide für die reverse Transkription

Bezeichnung Bezugsquelle

Oligo(dT)15 Primer Promega, Mannheim

2.7.2. Oligonukleotide für die semiquantitative PCR

Die verwendeten, synthetischen Oligonukleotide wurden vom Biochemisch-Technologischen

Zentrum (BioTeZ) in Berlin-Buch bezogen.

Die Sequenzen der folgenden Oligonukleotide wurden aufgrund von Veröffentlichungen

ausgewählt bzw. mittels Software Primerdesign 4.0 selbst entworfen. Die verwendeten Primer

erfüllen dabei bestimmte Kriterien:

- sie haben eine gewisse Nukleotidlänge,

- der G/C-Gehalt liegt zwischen 50 und 60%,

- sie weisen eine bestimmte Schmelztemperatur auf,

-   kein Auftreten von unerwünschten Sekundärstrukturen (Haarnadelstrukturen und Primer-
    dimeren).

2.7. OLIGONUKLEOTIDE

2.6. ANTIKÖRPER
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Name                  Sequenz (5‘-3‘) Genbank Acs.No. Produkt              Position

Apoptotische Gene

Fas           D26112  227bp

Sense-Primer        CCGACAACAACTGCTCAGA                                                         174-192nt

Antisense-Primer  GCACCTGCACTTGGTATTC                                                          412-430nt

Wachstumsfaktoren

BDNF           D10938                  491bp

Sense-Primer        CGACGTCCCTGGCTGACACTTTT                                            2296-2316nt

Antisense-Primer  AGTAAGGGCCCGAACATACGATTGG                                    2762-2786nt

Neurotrophin-3                                                       M34643                 484bp

Sense-Primer        GGTCAGAATTCCAGCCGATGATTGC                                         308-332nt

Antisense-Primer  CAGCGCCAGCCTACGAGTTTGTTGT                                         767-791nt

NGF                                                                          M36589                 491bp

Sense-Primer        CTGAACCAATAGCTGCCCGTGTGAC                                         456-480nt

Antisense-Primer  GGCAGCCTGTTTGTCGTCTGTTGTC                                          922-946nt

              GDNF                                                                       L15305                  654bp

              Sense-Primer        CGGGACTCTAAGATGAAGTT                                                           38-57nt

              Antisense-Primer  CCAGGGTCAGATACATCCAC                                                      672-691nt
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Zytokine

IL-1β                                                                        NM_031512          335bp

Sense-Primer       GACAGAACATAAGCCAACAAG                                                   522-542nt

Antisense-Primer  GTCAACTATGTCCCGACCATT                                                     836-856nt

IL-10                                                                         NM_012854          352bp

Sense-Primer        CAATAACTGCACCCACTTCC                                                       125-144nt

Antisense-Primer  ATTCTTCACCTGCTCCACTGC                                                     456-476nt

IL-18                                                                         NM_019165          398bp

Sense-Primer        TGGAGACTTGGAATCAGACC                                                        90-109nt

Antisense-Primer  GGCAAGCTAGAAAGTGTCCT                                                      468-487nt

Interner Standard (housekeeping gene)

_-Actin V01217  897bp

Sense-Primer  CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATG                                    1663-1687nt

Antisense-Primer  GAACCGCTCATTGCCGATAGTGATG                                     2535-2559nt

PhiX174 DNA/Hae III Marker Promega, Mannheim

RNA-Molekulargewichtsmarker 0.28–6.58kb Promega, Mannheim

2.8. MOLEKULARGEWICHTSMARKER
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Als Versuchstiere wurden sieben Tage alte Wistar-Ratten (Bundesinstitut für gesundheitlichen

Verbraucherschutz und Veterinärmedizin, BgVV, Berlin) verwendet.

Die Jungtiere befanden sich zu jedem Zeitpunkt bei dem Muttertier, um Stressbedingungen der

Versuchstiere zu minimieren und einer Hypothermie vorzubeugen. Die Wurfgröße lag zwischen

10 und 15 Versuchstieren.

Bezeichnung Bezugsquelle bzw. Internetadresse

ABI PRISM® 7000 Sequence Detection Applied Biosystems, Darmstadt
System Software

Adobe® Photoshop® Elements 2.0 Adobe Systems, Unterschleißheim

Assay by Design File Builder 2..0 Applied Biosystems, Darmstadt

BioDocAnalyze Whatman Biometra, Göttingen

Ensembl Genome Viewer Datenbank http://www.ensembl.org

GraphPad PRISMTM Version 3.0 GraphPad Software, San Diego, USA

NCBI Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST

Primer Designer 4.0 Scientific&Educational Software, Durham,
USA

StarOffice 6.0 Sun Microsystems, Santa Clara, USA

TINA Version 2.09g Raytest Isotopenmessgeräte, Straubenhardt

2.9. TIERE

2.10. SOFTWARE UND DATENBANKEN
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3. Methoden

4
Präparation von Hirngewebe

Isolierung und Reinigung von RNA aus
Hirngewebe

RNA-Konzentrationsbestimmung

DNase-Behandlung der präparierten
RNA-Lösung mit anschließender
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Behandlung

RNA-Kontrollelektrophorese

Semiquantitative-RT-PCR
- Reverse Transkription mit

spezifischen Rückwärts-Primern
- Amplifizierung der cDNA mittels

Polymerase-Kettenreaktion

Gelelektrophoretische Auftrennung der
amplifizierten DNA-Fragmente

Densitometrische Auswertung der
Polyacrylamidgele mit spezieller Software

3.1. FLUSSDIAGRAMM DER VERWENDETEN METHODE RT-PCR
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Präparation von Hirngewebe

Proteinextraktion

Bestimmung der Proteinkonzentration

Trennung der Proteinfraktionen durch
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Western Blot Verfahren
- Transfer auf

Nitrocellulosemembran
- Inkubation mit 1. Antikörper zur

spezifischen Bindung an das
nachzuweisende Protein

- Inkubation mit Peroxidase-
gekoppeltem 2. Antikörper

- ECL-Reaktion

Auswertung der ECL-Reaktion mittels
Röntgenfilm.
Densitometrische Analyse der erhaltenen
Proteinbanden durch TINA 2.09g-Software.

3.2. FLUSSDIAGRAMM DER VERWENDETEN METHODE WESTERN BLOT
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Wistar-Ratten im Alter von 6 Tagen, geliefert vom Bundesinstitut für gesundheitlichen

Verbraucherschutz und Veterinärmedizin (BgVV, Berlin), wurden für die durchgeführten

Versuche eingesetzt. Zusammen mit ihren Müttern wurden die 11–15g schweren Tiere in einen

Käfig mit Wasser und Nahrung gesetzt. Für die Inkubation unter hyperoxischen Bedingungen

wurden sie aus diesem Käfig mit dem Muttertier entnommen und bei Wasser und Nahrung in

einem ehemaligen Transportinkubator (s. Abb.5) für neugeborene Kinder bei einer

Sauerstoffkonzentration von 80% gehalten. Die Sauerstoffkonzentration wurde dabei ständig

kontrolliert. Die Kontrolltiere wurden bei Raumluft gelassen.

Bei jedem Versuch wurden pro Zeiteinheit sechs Tiere eingesetzt und zusätzlich sechs

Kontrolltiere. Die gewählten Zeiteinheiten, die die Tiere bei 80% Sauerstoffkonzentration

verbrachten, lagen bei 2, 6, 12, 24, und 48std.

Die Tiere erlebten in ihren Käfigen einen Tag- und Nacht-Rhythmus von Licht und Dunkelheit.

Abbildung 5: Transportinkubator mit O2-Messgerät zur Überwachung der
Sauerstoffkonzentration

3.3. TIERVERSUCHE: TIERE, VERSUCHSAUFBAU, TIERSCHUTZ
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3.4.1.  Präparation für molekularbiologische Untersuchungen

Die Tiere, die dem Sauerstoff ausgesetzt waren, sowie die Kontrolltiere wurden zunächst mit

Ether narkotisiert und dann mit einer scharfen Schere dekapitiert. Die Kalotte wurde

aufgeschnitten und das Gehirn entnommen. Folgende Hirnregionen der jeweils rechten und

linken Hemisphäre wurden präpariert:

- Hippocampus

- Thalamus

- Striatum

- Retrosplenialer Kortex (RSC)

- Cortex parietalis

- Basalregion

Die Gewebeproben wurden in 2,0ml-Reaktionsgefäßen sofort in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und bei –80°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

3.4.2. Perfusion und Präparation für histologische und immunhistochemische
          Untersuchungen

Tiere, die histologisch und immunhistochemisch untersucht werden sollten, wurden nach den

bestimmten Zeiteinheiten (2, 6, 12, 24, 48std) in 80%iger Sauerstoffkonzentration mit einer

Überdosis Chloralhydrat getötet. Anschließend wurde der Thorax geöffnet, und über eine in die

Aorta vorgeschobene Kanüle erfolgte die intrakardiale Perfusion. Zunächst wurden die Ratten

mit einer eiskalten Heparinlösung für 15min perfundiert, worauf eine weitere Perfusion für

30min mit eiskalter Fixierungslösung II folgte.

Nach der Perfusion wurde jeweils die Kalotte mittels vorsichtiger Schnitte entlang der

Sagittalnaht geöffnet, das Gehirn mit einem Spatel entnommen, gewogen und in

Fixierungslösung II für 4std bei 4°C nachfixiert. Anschließend erfolgten die DeOlmos

Kupfersilberfärbung bzw. TUNEL-Färbung und die immunhistochemische Untersuchungen.

3.4. PRÄPARATION VON HIRNGEWEBE
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3.5.1. Isolierung und Reinigung von RNA aus Hirngewebe

Die Isolation der RNA aus dem Gewebe erfolgte mittels einer sauren Guanidin-Isothiocyanat-

Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode119 mit dem RNA-CleanTM-Reagenz.

Pro 100mg tiefgefrorenem Gewebe wurde 2,0ml RNA-CleanTM-Lösung zugefügt. Das Gewebe

wurde zunächst gelöst und dann so lange gevortext, bis es vollständig homogenisiert war.

Im Anschluss daran folgte die Extraktion der RNA. Dafür wurden 1/10 Volumina Chloroform,

bezogen auf das Volumen der eingesetzten RNA-CleanTM-Lösung, zugegeben. Nach dem

Vortexen der Proben für 20s folgte für 5min eine Inkubation auf Eis. Anschließend wurden die

Proben bei 4°C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (15min, 12.000xg). Danach wurde die

obere wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 1 Volumen Isopropanol

versetzt, 15min bei –20°C inkubiert und danach erneut bei 4°C zentrifugiert (15min, 12.000xg).

Zur Reinigung der gefällten RNA wurde der Überstand abpipettiert, das RNA-Pellet mit 190 µl

70% Ethanol gewaschen und bei 4°C für 8min zentrifugiert (7.6000xg). Dieser Reinigungsschritt

wurde wiederholt. Anschließend wurde der Überstand verworfen und das Pellet etwa 20min

luftgetrocknet. Zur Entfernung von Restethanol wurden die Reaktionsgefäße anschließend offen

für 5min bei 60°C inkubiert. Danach folgte die Resuspendierung der erhaltenen RNA mit 50µl

PCR-H2O. Anschließend wurden die Proben nochmals bei 60°C für 5min inkubiert, gemischt,

zentrifugiert und schließlich bis zur weiteren Verwendung bei –80°C gelagert.

3.5.2. RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration120 und Reinheit der Präparation wurde die Absorption

der jeweiligen RNA-Lösung bei 260 und 280nm im Spektralphotometer ermittelt. Die

Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Absorptionsmaximum der aromatischen Pyridin- und

Pyrimidinringe der Nukleinsäurebasen bei 260nm. Bei dieser Wellenlänge entspricht eine OD-

Ratio von 1,0 einer RNA-Konzentration von 40µg/ml.

Proteine zeigen aufgrund ihrer aromatischen Aminosäurereste ein Absorptionsmaximum bei

280nm. Der Wert des Quotienten aus der Absorption bei 260nm und 280nm (ratio) sollte bei

einer kontaminationsfreien RNA-Lösung zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.5.3. DNase-Behandlung der präparierten RNA-Lösung mit anschließender Phenol-

3.5. RT-PCR
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          Chloroform-Isoamylalkohol-Behandlung

RNA-Präparationen weisen oft eine Kontamination mit DNA auf. Da diese Verunreinigung mit

DNA weitere Experimente beeinträchtigen und Ergebnisse verfälschen kann, mussten die

erhaltenen RNA-Lösungen gereinigt werden. Dies erfolgte enzymatisch durch Behandlung mit

einer RNase-freien DNase I und anschließender PCI-Fällung.

 Ansatz: 5µg RNA
10µl RT-Puffer
5µl DNase I (10U/_l)
ad 50µl PCR-H2O

Der Ansatz wurde 1std bei 37°C und anschließend 5min auf Eis inkubiert. Die Extraktion der

RNA erfolgte mittels Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Behandlung (PCI-Behandlung). Zum

Ansatz wurde 1 Volumen Roti-Phenol-Chloroform-Lösung gegeben und anschließend in einer

Tischzentrifuge bei RT zentrifugiert (2min, 14.000xg). Die obere wässrige Phase wurde in ein

neues Reaktionsgefäß überführt, mit 1 Volumen Chloroform versetzt und analog zentrifugiert.

Zur Fällung der RNA wurde die obere wässrige Phase erneut abgenommen, 1/10 Volumen 3M

Natriumacetat (pH 5,2) sowie 0,5µg Glykogen (20_g/_l) zugegeben und gut gemischt. Dieser

gesamte Ansatz wurde mit 3 Volumina 96% (v/v) Ethanol versetzt, sorgfältig gemischt und über

Nacht bei –20°C gefällt.

Am folgenden Tag wurde der Ansatz in einer Tischzentrifuge 20min bei 14.000xg zentrifugiert.

Der Überstand wurde entfernt und das Pellet zweimal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen.

Anschließend wurde das Pellet 15min an der Luft getrocknet und in 22µl PCR-H2O

resuspendiert. Die RNA-Konzentration und Reinheit der Probe wurden photometrisch, wie unter

Punkt 3.5.2 beschrieben überprüft.

3.5.4.  RNA-Kontrollelektrophorese

Zur Überprüfung der Integrität und der Kontaminationsfreiheit wurde die RNA einer 1-%-

Agarosegel-Elektrophorese unterzogen.

1% Agarosegel: 1g Agarose
10ml 10x TAE-Puffer
ad 100 ml Bidest-H2O

Zur Kontrollelektrophorese wurden jeweils 500ng RNA aufgetragen.

Beispiel für Probenvorbereitung: 0,5µl RNA
1,0µl 10x DNA-Probepuffer,  pH 8,0
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8,5µl PCR- H2O

Zur Vermeidung von Sekundärstrukturen wurden die Proben vor dem Auftragen 10min bei 70°C

erhitzt und dann kurz zuvor auf Eis gestellt. Als Laufpuffer der Elektrophorese wurde 1x T-

Puffer, pH 7,7 verwendet. Die aufgetragenen Proben wurden zunächst 10min bei 50V laufen

gelassen und anschließend für 30–40min bei 100V.

Die Färbung der Proben erfolgte für 40min in Ethidiumbromid. Ethidiumbromid interkaliert als

organischer Fluoreszenzfarbstoff in Nukleinsäuren. Es wird durch UV-Licht angeregt und

emittiert Licht im orangeroten Bereich.

Um weitere Sicherheit über die DNA-Freiheit der RNA zu erhalten, wurde eine Negativkontrolle

der RT-PCR durchgeführt, wobei in der PCR nicht revers transkribierte RNA eingesetzt wurde.

3.5.5. Semiquantitative RT-PCR: Theoretische Aspekte

Es existieren zahlreiche molekularbiologische Methoden zur Analyse von RNA, u.a. Northern

Blot, In-situ-Hybridisierung und der RNase-Protection-Assay. Diese sind jedoch sehr

zeitintensive Methoden und bei schwachen Transkripten aufgrund ihrer geringen Sensitivität

ungeeignet. Mit der Möglichkeit, das Prinzip der reversen Transkription zu nutzen, begann man

auch RNA-Moleküle mit der PCR-Technologie zu amplifizieren, und es wurde die sensitive

Methode der Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) entwickelt. Mit der

RT-PCR kann also die Genexpression auf mRNA-Ebene analysiert werden.

Da die Taq-Polymerase einzelsträngige RNA nicht als Matrize erkennen kann, muss die RNA

zunächst in cDNA umgeschrieben werden. Dies geschieht mit Hilfe einer RNA-abhängigen

DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, die zur Ausgangs-RNA einen komplementären

DNA-Strang (cDNA) bildet. Dieser cDNA-Einzelstrang wird durch die thermostabile DNA-

Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq-Polymerase) bei 72°C zum Doppelstrang

vervollständigt. Da die Taq-Polymerase leicht die Denaturierungstemperatur von 94°C übersteht,

kann in einer Reaktion durch zyklische Veränderungen der Temperatur eine exponentielle

Zunahme der DNA erreicht werden. Erst nach Verbrauch der Nukleotide oder der Primer wird

eine Plateauphase erreicht. Die Spezifität dieses Verfahrens wird durch die Primer bedingt.

Um Mengenabschätzungen der Expression spezifischer mRNAs vorzunehmen, kann das Prinzip

der internen endogenen Standardisierung genutzt werden. Dabei wird die mRNA eines so

genannten Housekeeping-Gens zusätzlich zum zu untersuchenden Gen revers transkribiert und in

der PCR coamplifiziert. Als „Housekeeping-Gene“ bezeichnet man Gene, die in jeder Zelle und
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zu jeder Zeit in gleichem Maße exprimiert werden. Das Signal nach der Amplifikation ist

demnach konstant. Indem man das Signal des zu untersuchenden Gens ins Verhältnis zu dem des

„Housekeeping-Gens“ setzt, können semiquantitative Abschätzungen vorgenommen werden.

Wichtig bei der Auswahl eines internen Standards ist, dass das Transkriptionsniveau bei den

verwendeten experimentellen Bedingungen nicht variiert.

Der verwendete Standard in der RT-PCR bei dieser Arbeit war β-Actin, da das _-Actin-Gen die

oben genannten Bedingungen erfüllte.

Da die Amplifikation im Verlauf der PCR nicht linear sondern über eine exponentielle Phase und

eine Plateauphase verläuft, ist eine Quantifizierung erschwert. Schon kleinste Schwankungen,

z.B. unterschiedliche Inhibition von Proben, beeinflussen die Effizienz der Gesamtreaktion.

Die Analyse der Amplifikate erfolgte mittels Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Die erhaltenen

Gele konnten photographiert und densitometrisch mittels spezieller Software (semiquantitativ)

ausgewertet werden. So konnten Unterschiede in der Expression bestimmter Gene im Verhältnis

zum normalisierten β-Actin-mRNA-Gehalt einer jeden Probe bestimmt werden.

3.5.5.1. Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Es wurden je 500ng RNA revers transkribiert. Diese wurden in einem ersten Ansatz mit 1µl

Oligo(dT) Primer (50 _M) und PCR-H2O auf eine Gesamtmenge von 13,5µl aufgefüllt.

Zweiter Ansatz: 0,5µl RNasin RNase-Inhibitor 40U/_L
5,0µl 2mM dNTP-Mix
5,0µl 5x RT-Puffer
1,0µl M-MLV-Reverse Transkriptase (200U/_l)

Der gesamte zweite Ansatz wurde dann in den ersten Ansatz überführt, sodass die Probe ein

Gesamtvolumen von 25µl aufwies. Der Ansatz wurde anschließend 60min bei 42°C und dann

5min bei 95°C inkubiert.

3.5.5.2. Kontroll-PCR und Elektrophorese der cDNA

Die Reinheit der cDNA wurde mittels Kontroll-PCR und anschließender Agarosegel-

Elektrophorese überprüft. Für die Kontroll-PCR wurde folgender Ansatz vorbereitet:

– 1µl cDNA
– je ein 1µl R- und F-Primer (10_M) β-Actin
– 5µl 10x PCR-Puffer
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– 5µl 2mM dNTP-Mix
– 0,3µl Taq-Polymerase (5U/_l)
– 36,7µl PCR-H20

Als erste Negativkontrolle wurde eine Probe vorbereitet, bei der 1µl  PCR- H2O statt 1µl cDNA

eingesetzt wurde.

Nach Ablauf des PCR-Programms erfolgte die Vorbereitung der Proben für das Auftragen auf

ein 2%iges Agarosegel.

2% Agarosegel:2g Agarose
10ml 10x TAE-Puffer
ad 100ml Bidest- H2O

Ansatz: 1µl PCR-Produkt
9µl DNA-Probenpuffer

Für die zweite Negativkontrolle wurde 1µl PCR-Produkt durch 1µl  PCR- H2O ersetzt und dann

9µl DNA-Probenpuffer hinzugefügt. Das Auftragen auf das Agarosegel, die anschließende

Elektrophorese und die Färbung mit Ethidiumbromid erfolgte wie unter Punkt 3.5.4. bei der

RNA-Kontrollelektrophorese beschrieben.

Bei der Auswertung durfte nur die amplifizierte β-Actin-Bande bei einem Molekulargewicht von

433bp im UV-Licht zu sehen sein. Bei beiden Negativkontrollproben durfte hingegen kein

Signal erscheinen.

3.5.5.3. Amplifizierung der cDNA mittels Polymerasekettenreaktion

In der Polymerasekettenreaktion (PCR) werden aus der mittels reverser Transkription

gewonnenen cDNA und mit Hilfe spezifischer Primer verschiedene zu untersuchende Gene und

der interne Standard β-Actin coamplifiziert.

Sowohl die Ansätze für die PCR als auch Zyklenanzahl und Annealingtemperatur des PCR-

Programmes wurden für die einzelnen zu untersuchenden Gene optimiert.

Tabelle 1: PCR-Bedingungen für die untersuchten Gene
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Gen
(Faktor)

Ansatz (50_l) Annealing-
temperatur

Zyklen-
anzahl

NT-3 -1µl cDNA
-4µl R-und F-Primer [10_M]
-1µl R-und F-β-Actin-Primer
  [2_M]

    60°C    32

NGF -1µl cDNA
-4µl R-und F-Primer [10_M]
-1µl R-und F-β-Actin-Primer
  [2_M]

    60°C    32

BDNF -1µl cDNA
-1,5µl R-und F-Primer[10_M]
-0,5µl R-und F-β-Actin-
  Primer [2_M]

   54°C    28

GDNF -1µl cDNA
-1µl R-und F-Primer[10_M]
-0,75µl R-und F-β-Actin-
  Primer [2_M]

   54 °C    30

IL-10 -1µl cDNA
-1µl R-und F-Primer[10_M]
-0,5µl R-und F-β-Actin-
  Primer [2_M]

   58 °C   30

IL-1β -1µl cDNA
-2µl R-und F-Primer [10_M]
-0,5µl R-und F-β-Actin-
  Primer [2_M]

   58°C   30

IL-18 -2µl cDNA
-2µl R-und F-Primer[10_M]
-1µl R-und F-β-Actin-Primer
  [2_M]

    54°C    32

IL-18R -2µl cDNA
-2µl R-und F-Primer [10_M]
-1µl R-und F-β-Actin-Primer
  [2_M]

     54°C    32

Fas -1µl cDNA
-1µl R-und F-Primer [10_M]
-1µl R-und F-β-Actin-Primer
  [2_M]

    54°C    28
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Die Proben bestanden aus 5µl dNTPs, 5_l 10x PCR-Puffer, den Primerverdünnungen, der 0,3_l

Taq-Polymerase, dem jeweiligen Volumen cDNA und wurden mit PCR-H2O auf ein

Gesamtvolumen von 50_l verdünnt.

Bis auf die unterschiedlich angewandten Annealingtemperaturen und Zyklen war das PCR-

Programm für die einzelnen Gene stets gleich.

Tabelle 2: Allgemeiner Ablauf des PCR-Cycler-Programmes

Schritt Vorgang Temperatur [°C]        Zeit

      1 Denaturierung, hot start            94        30sec

      2 Denaturierung            94        30sec

      3 Annealing   primerspezifisch
  (s. Tabelle 1)

        1min

      4 Extension            72         1min

      5 x Zyklen d. Schritte 2 bis 4

      6 terminale Extension            72         7min

      7 Kühlung              4         ∞

Beide Amplifikate sollten gut sichtbare Banden vergleichbarer Intensität auf einem

anschließenden Polyacrylamidgel ergeben. Zur Optimierung der erhaltenen Ergebnisse wurde

daher, wie oben dokumentiert, das Volumen der eingesetzten Primer, die Zyklenzahl und die

Annealingtemperatur für die einzelnen Gene variiert.

3.5.5.4. Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente

Herstellung des 5% Polyacrylamidgels:

50ml 5% PAGE-Lösung
45µl TEMED
100µl 30% APS

Die Gellösung wurde zwischen zwei mit einem Spacer abgedichtete Glasplatten gegossen.

Polyacrylamidgele zeichnen sich gegenüber Agarosegelen durch ein höheres

Auflösungsvermögen bei der Auftrennung kleinerer Nukleinsäurefragmente aus.

Vorbereitung der Proben

Es wurden 9µl aus dem jeweiligen PCR-Produkt entnommen und mit1µl PAGE-Puffer gemischt.

Die Proben wurden vor dem Probenauftrag 10min bei 70°C erhitzt und anschließend 5min auf

Eis gestellt, um dann 5_l aufzutragen.
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Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die Polyacrylamidgel-Elektrophorese erfolgte in einem TGGE-Elektrophoresesystem. Für eine

gleichmäßige Wärmeleitung wurden 5ml 0,1% Tritonlösung auf die Kühlplatte gegeben. In die

Pufferreservoirs wurden gleiche Volumina (je ca. 500ml) Laufpuffer gegeben.

Laufpuffer: 90ml TBE-Puffer
50ml Glycerol
ad 1l Bidest-H2O

Eine Präelektrophorese wurde für 10min bei 10W durchgeführt.

Nachdem das Gel equilibriert war, konnten die Proben in die Geltaschen aufgetragen werden.

Zum Einlaufen der Proben in das Gel wurden die Bedingungen der Präelektrophorese

übernommen. Die Hauptelektrophorese wurde bei 25W für 120min durchgeführt.

3.5.5.5. Silberfärbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfärbung ist eine sensitive Methode für die Färbung von Nukleinsäuren121. Ihre

Nachweisgrenze liegt bei 0.03ng/mm_. Die Färbung beruht auf der Veränderung des

Redoxpotentials von Silber durch Nukleinsäuren, sodass sich elementares Silber abscheiden

kann.

Das Gel wurde in den folgenden Lösungen für die Silberfärbung auf einem Taumel-Wipptisch in

folgendem Algorithmus inkubiert:

- 3min in 2% (v/v) Salpetersäure (Lösung)

- Gel dreimal in Bidest-H2O schwenken

- 20min in 0,2% (w/v) Silbernitratlösung

- Gel dreimal in Bidest-H2O schwenken

- von der nächsten Lösung 3% (w/v) Natriumcarbonat und 0,02% (v/v) Formaldehyd 37% je

250ml zugeben, Lösung wechseln, wenn diese „schlammig“ erscheint; so lange, bis Banden

deutlich sichtbar

- Gel dreimal in Bidest-H2O schwenken

- 3 min in 1% (v/v) Essigsäure (Lösung)

- Gel dreimal in Bidest-H2O schwenken

- 4min in Bidest-H2O

- 5min in 2% (v/v) Glycerol
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3.5.5.6. Densitometrische Auswertung der Polyacrylamidgele

Die silbergefärbten Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe des Programms Biometra eingescannt

und mit der Biometra-Image-Analysis-Software ausgewertet. Entsprechend der Fläche und

Intensität der silbergefärbten Bande wurde ein relativer Volumenanteil berechnet. Dieser Wert

kann als ein semiquantitatives Maß genutzt werden.

Grundlage der Methode der semiquantitativen RT-PCR ist die These der gleichmäßigen

Expression des internen Standards β-Actin in Zellen aller Entwicklungsstufen. Aufgrund der

Sensitivität der PCR kann es zu Schwankungen in der Amplifikation kommen, die von Probe zu

Probe verschieden stark sind (so genannte tube-to-tube variation). Daraus folgen nicht mehr

einheitliche Standardbanden. Zum anderen existieren in biologischen Proben „natürliche“

Expressionsunterschiede von bis zu 15%. Um festzustellen, ob die Expression der Gene der

einzelnen Faktoren in den verschiedenen Zeitintervallen nach der Hyperoxie signifikante

Unterschiede aufweist, wurde daher eine Korrektur nach folgendem Algorithmus vorgenommen:

1. den relativen Volumenanteil für eine (willkürlich gewählte) β-Actin-Bande 100 % setzen,

2. für alle andern Standardbanden den prozentualen Anteil, bezogen auf die gewählte β-Actin-

Bande, berechnen,

3. der für jede Standardbande berechnete prozentuale Anteil gilt auch für die zugehörige Bande

des jeweils zu untersuchenden Gens; der relative Volumenanteil dieser Bande wird auf 100%

korrigiert.

Der interne Standard wurde demnach als Referenz verwendet, um das mRNA-Niveau des

jeweiligen Gens zu normalisieren. Von diesen korrigierten Werten konnten der Mittelwert und

die Standardabweichung der Stichprobe bestimmt werden, und eine graphische Aufzeichnung

konnte erfolgen. Die mRNA-Gehalte des jeweiligen Gens konnten entweder als Verhältnis des

relativen Volumenanteils von β-Actin zum relativen Volumenanteil des Gens angegeben werden.

Eine andere Darstellungsweise war die prozentuale Angabe bezogen auf den Mittelwert des

internen Standard der 100% entspricht. Änderungen in den Verhältnissen bzw. den prozentualen

Anteilen bei verschiedenen Proben waren ein Indiz für die veränderte mRNA-Expression des zu

untersuchenden Gens.
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Während bei der RT-PCR nur die Genexpression der einzelnen Faktoren nachgewiesen wurde,

diente die Methode des Western Blot zum direkten Nachweis der Proteine. Dabei wurden die

Proteinfraktionen zunächst durch Elektrophorese in einem 8% Polyacrylamidgel getrennt. Im

Anschluss daran folgte der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran. Nach Beendigung des

Transfers wurde die Membran mit dem ersten Antikörper inkubiert, sodass dieser spezifisch an

das nachzuweisende Protein binden konnte. Um den gebildeten Antigen-Antikörper-Komplex

anzufärben, wurde ein zweiter Antikörper verwendet, dessen Antigen wiederum der erste

Antikörper darstellte (Anti-Antikörper). Ein an dieses zweite Immunglobulin gekoppeltes Enzym

setzte ein farbloses Substrat in einer enzymatischen chemilumineszenten Reaktion in einen

Farbstoff um. Auf einem anschließend aufgelegten Röntgenfilm erschien ein dunkler Strich, der

selektiv die Lage der nachzuweisenden Proteine anzeigte.

3.6.1. Proteinextraktion

Die Gewebeproben wurden gewogen und der Extraktionspuffer vorbereitet (2ml pro Probe).

Extraktionspuffer (100ml): 100ml Lysepuffer
100µl Aprotinin (Trypsin-Protease-Inhibitor)
50µl PMSF (Serin-Protease-Inhibitor)
50µl Leupeptin (Serin-,Cystein-Protease-Inhibitor, 1mg/ml)
100µl Pepstatin (Säure-Protease-Inhibitor, 1mg/1ml)

Zur Homogenisierung, die bei 4°C durchgeführt wurde, wurde das gefrorene Gewebe mit 10x

(w/v) Extraktionspuffer versetzt.

Anschließend wurden die Proben in einer Tischzentrifuge bei 4°C und 1050xg zentrifugiert. Der

Überstand enthielt die Zytosol- und Mitochondrial-Proteinfraktion und wurde in ein neues

Eppendorf-Gefäß überführt und erneut 20min bei 4°C und 17000xg zentrifugiert. Der Überstand,

die Zytosolfraktion, wurde wiederum in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt, das Pellet, die

Mitochondrialfraktion, mit 200µl Extraktionspuffer resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proben bei –80°C gelagert.

3.6.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels eines BCA-Protein-Assays.

3.6. WESTERN BLOT
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Dabei wurde BSA als Proteinstandard verwendet. Alle Proben wurden dreifach bestimmt. Die

Konzentrationsreihe für BSA war: 2,0mg/ml; 1,0mg/ml; 0,5mg/ml; 0,2mg/ml und 0,02mg/ml.

Zur Verdünnung wurde PBS verwendet. Auch die Proben wurden mit PBS verdünnt, die

Zytosolfraktion 1:5 und die Mitochondrialfraktion 2:5. Für die Reagenzlösung wurden 50 Teile

vom BCA-Reagenz A (Puffer mit Bicinchoninsäure) mit 1 Teil von BCA-Reagenz B (Lösung

mit 4% Kupfersulfat) gemischt und zu den Proben gegeben. Ihre Absorption wurde bei 562nm in

einem Mikroplattenreader bestimmt. Aus den erhaltenen Daten wurde eine Standardkurve

erstellt, an der die Proteinkonzentrationen der Proben (µg/ml)  kalkuliert werden konnten.

3.6.3. Gelelektrophorese

Das 8%ige Trenngel wurde zwischen die Glasscheiben bis 2cm unterhalb des Kammeinsatzes

gegossen und mit Isopropanol überschichtet.

Trenngel (8%): 5ml 4x Trenngelpuffer (pH 8,8)
5,75ml destilliertes Wasser
4ml 40% Acrylamid
50µl TEMED (Polymerisationsagens)
200µl APS (12,5%, Polymerisationskatalysator)

Nach 20min war das Gel auspolymerisiert, und das Isopropanol wurde abgegossen.

Anschließend wurde das 4,4% Sammelgel gegossen und sofort der Probeauftragskamm

eingesetzt.

Sammelgel (4,5%): 2,5ml 4x Sammelgelpuffer (pH 6,8)
3,7ml destilliertes Wasser
1ml 40% Acrylamid
30µl TEMED
80µl APS (12,5%)

Je nach nachzuweisendem Protein wurden unterschiedliche Proteinkonzentrationen aufgetragen,

für Fas: 50µg, für MAPK: 25µg und für Akt: 25_g. Zu 9µl Probevolumen wurden je 9µl

Laemmli-Puffer hinzugegeben. Als Molekulargewichtsmarker wurde ein Rainbow-Marker

verwendet. Dazu wurden 3µl Rainbow-Marker-Lösung mit 6µl PCR-H2O und 9µl Laemmli-

Puffer gemischt. Proben und Marker wurden dann bei 95°C für 5min inkubiert und bis zum

Probenauftrag 5min auf Eis gestellt.

Das Pufferreservoir der Elektrophoresekammer wurde mit 1x Elektrophoresepuffer befüllt.
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1x Elektrophoresepuffer: 50ml 10x Elektrophoresepuffer
450ml destilliertes Wasser

Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurden Proben und Marker aufgetragen und die

Elektrophorese gestartet. Zunächst für 30min bei 100V, bis das Bromphenolblau des Laemmli-

Puffers das Trenngel erreichte, und dann für 90min bei 160V, bis die blaue Farbstofffront sich

ca. 1–2cm oberhalb des Gelendes befand.

3.6.4. Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (Tankblot-Verfahren)

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Trenngel vorsichtig in eine Pufferbox mit

Transferpuffer für 20min überführt und unter leichtem Schütteln gewaschen.

Transferpuffer: 5,3g      Tris (0,04M)
25,3g    Glycin (0,306M)
220ml   100% Ethanol (20% v/v)
1,1ml    10% SDS (0,01%)

                     auf 1,1 Liter mit destilliertem Wasser auffüllen

Der Aufbau des „Blottingsandwichs“ für ein Gel war folgender:

- Schwamm
- zwei Chromatographiepapiere (3MM Whatman)
- Gel
- Nitrocellulosemembran (kurz in Transferpuffer getränkt)
- zwei Chromatographiepapiere
- Schwamm

Die Blot-Apparatur wurde mit Transferpuffer gefüllt und das Blottingsandwich eingesetzt. Der

Transfer wurde dann für 90min bei 150mA vollzogen.

Anschließend wurde die Membran kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und dann mit

Ponceau-Rot für ein paar Minuten zur Kontrolle der Transferqualität gefärbt, bis die

Proteinbanden sichtbar waren. Zum Entfärben wurde die Membran kurz mit destilliertem Wasser

und danach für ca.5min mit TBS-Tween-20-Puffer (0,1%) gewaschen.

3.6.5. Blockierung

Um freie Bindungen auf der Membran zu blockieren, wurde diese für 2std mit 5%iger

Magermilchlösung inkubiert. Danach wurde die Nitrocellulosemembran  4x für 10min in TBS-

Tween-20-Puffer (0,1%) gewaschen.
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1. Antikörper

Der Antikörper wurde 1:1000 verdünnt. Dazu wurden 2µl Antikörper mit 2ml TBS-Tween-20-

Puffer (0,1%) und 20mg BSA vermengt. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper erfolgte in

einer speziellen Inkubationsbox. Diese wurde auf einem Schüttler fixiert und unter leichtem

Schütteln bei 4°C über Nacht inkubiert.

Anschließend wurde die Membran 3x für 15min mit TBS-Tween-20-Puffer (0,1%) gewaschen.

2. Antikörper

Auch der zweite Antikörper wurde nach der oben beschriebenen Methode 1:1000 verdünnt. Die

Inkubation erfolgte unter Schütteln in der Inkubationsbox für 1std bei RT. Nach Ablauf der Zeit

wurde die Membran wiederum 3x für 15min mit TBS-Tween 20 Puffer (0,1%) gewaschen.

3.6.6. Röntgenfilmentwicklung

Zum enzymatischen Nachweis der erfolgten Antikörperreaktion wurde die ECL-

Detektionslösung im Verhältnis 1:1 gemischt. 3ml ECL-Lösung I (Luminol, p-Coumarsäure,

Tris-HCL pH 8,5) und 3ml ECL-Lösung II (Tris-HCL pH 8,5). Dazu wurde zunächst noch die

ECL-Lösung II mit 1,8µl 30%iger Wasserstoffperoxidlösung versehen. Dieses ECL-Gemisch

wurde dann für eine Minute im Dunkeln auf die Membran in einer Plastikinkubationsbox

gegeben und für eine Minute geschwenkt. Dabei reagierte das Peroxidaseenzym mit dem

Wasserstoffperoxid, wodurch es zu einer Änderung der Ringkonformation des Luminols und

letztlich zur Lichtemission kam. Ein Hyperfilm-ECL-Röntgenfilm wurde auf die Membran

gelegt und die Filmkassette verschlossen. Je nach nachzuweisendem Protein, Antikörper und

Qualität des Western Blot wurde der Film 0,5–15min exponiert und dann in einer

Filmentwicklungsmaschine entwickelt. Die entwickelten Filme wurden von einem

Flachbrettscanner eingescannt und mit der TINA 2.09g-Software ausgewertet.

3.6.7. Entfernen gebundener Antikörper („Stripping“)

Um eine Membran nochmals zu verwenden, bestand die Möglichkeit, die gebundenen

Antikörper abzuwaschen („zu strippen“) und mit neuem Antikörper zu hybridisieren. Dazu

wurde die Membran zunächst 2x für 10min mit TBS-Tween-20-Puffer (0,1%) gewaschen und

danach im Stripping-Puffer bei RT für 30min inkubiert. Anschließend wurde die Membran 3x

für 10min in TBS-Tween-20-Puffer gewaschen und für 2std mit 5% Magermilchlösung bei RT
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blockiert. Nach dreimaligem Waschen für 10min in TBS-Tween 20 konnte nun die erneute

Inkubation der Membran mit dem ersten Antikörper, wie unter Punkt 3.6.5. beschrieben,

erfolgen.

3.7.1. DeOlmos Kupfersilberfärbung

In der DeOlmos Kupfersilberfärbung werden degenerierte Axone und Neurone dunkelbraun bis

schwarz gefärbt und heben sich deutlich vom goldgelben Hintergrund ab122. Die Färbung beruht

auf einer Reaktion des Axoplasmas von degenerierten Neuronen mit dem Silbersalz, das durch

die durchlässig gewordene Zellmembran der geschädigten Neurone in die Zellen eindringen

kann. Die DeOlmos Kupfersilberfärbung sagt nichts über den Pathomechanismus aus, der zu der

neuronalen Degeneration geführt hat, sie zeigt nur, dass Zellen zugrunde gegangen sind.

Für die Aufarbeitung der nachfixierten Gehirne mittels Rotationsvibratom, zum Bereitstellen der

Schnitte für die DeOlmos Kupfersilberfärbung, wurden diese über Nacht bei 4°C in 1x PBS

belassen und maximal 5 Tage bei 4°C in dieser Lösung, unter täglichem Lösungswechsel,

gelagert. Anschließend wurden die Gehirne in 4% Agar eingebettet und am Rotationsvibratom

koronar in 70_m dünne Scheiben geschnitten.

Zur folgenden Kupfersilberfärbung wurde jeder siebte Schnitt ausgewählt und nochmals in

Fixierungslösung II für vier Tage nachfixiert. Danach wurden die Schnitte im Dunkeln 1std bei

40°C und anschließend 48 bis 72std bei RT in einer Kupfer-Silber-Lösung inkubiert. Nach der

Reinigung mit reinem Aceton erfolgte die 35minütige Inkubation mit Silberdiaminlösung. Unter

Agitation wurden die Schnitte exakt 1min in der Reduktionslösung belassen. Dann wurden sie

einzeln mit 0,3%iger Kaliumferrizyanidlösung gebleicht. Zweimaliges Waschen mit Bidest-H2O

war die Vorbereitung zur abschließenden Stabilisierung des Färbeergebnisses über eine Minute

mit 0,1%iger Natriumthiosulfatlösung. Nach Dehydratation in einer aufsteigenden Alkoholreihe

wurden die Präparate mit Hilfe von Permount auf Objektträger aufgebracht und mit Deckgläsern

versehen.

3.7. HISTOLOGISCHE VERFAHREN
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3.7.2. Morphometrie

Das infantile Rattengehirn zeigt im Rahmen der physiologischen Entwicklung Apoptose, darum

ist die genaue Quantifizierung des Ausmaßes der Apoptose der Hyperoxie exponierten und der in

normaler Raumluft gehaltenen Tiere notwendig.

Für die Untersuchung wurde die stereologische Dissektionsmethode verwendet (unbiased

stereological dissector method)123. Darunter ist die Aufspaltung des großen, „unzählbaren“

Gewebeblockes in kleine, „zählbare“ Untereinheiten zu verstehen. Diese Fragmente werden nach

zufälliger Auswahl mit Hilfe eines fixen Zählrahmens ausgezählt. Dieser Zählrahmen gibt die

Ausdehnung in einer Ebene vor, und die dritte Dimension, die zur Beurteilung eines

dreidimensionalen Objekts notwendig ist, wird durch die Dicke des Schnittes bestimmt. Das

Ergebnis dieser ausgezählten Untereinheiten wird mit der Gesamtzahl aller Untereinheiten

multipliziert. Als mögliche Fehlerquellen kommen in Betracht: extrem inhomogene Verteilung

der zu zählenden Objekte und Schwellung oder Schrumpfung des Gesamtvolumens. In diesem

Fall wurde ein 0,05 x 0,05mm großer Zählrahmen verwendet.

Die Höhe des Schnittes betrug 0,07mm. Es wurden zufällig acht bis zehn Felder innerhalb einer

Hirnregion ausgesucht und ausgezählt.

Die zugrunde liegenden Zahlen für normale Zelldichten wurden mit Hilfe von nach Nissen

gefärbten Schnitten (Methylenblau, Azur B) ermittelt. Das Ausmaß der Apoptose wird als

Verhältnis der Anzahl degenerierter Zellen zur Gesamtzahl dargestellt und durch einen

Prozentwert ausgedrückt (Mittelwert +/- Standardfehler, SEM). Die Dichte an degenerierten

Zellen wurde zum einen für die einzelnen Regionen ausgewiesen, und in einem zweiten Schritt

wurden die einzelnen Zelldichtewerte zu einem Gesamtscore summiert. So konnten Tiere aus

Kontroll- und Versuchsgruppe anhand eines einzelnen Wertes verglichen werden. Im Einzelnen

wurden 12 Hirnregionen ausgezählt:

- frontaler Kortex

- parietaler Kortex

- Gyrus cinguli

- retrosplenialer Kortex

- Nucleus caudatus (mediodorsaler Teil)

- Corpus callosum und angrenzende weiße Substanz

- lateraldorsaler, mediodorsaler und ventraler Thalamus

- Subiculum

- Hypothalamus
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- Hippocampus (Gyrus dentatus)

- Nucleus accumbens

3.7.3. Statistische Auswertung

Die Auszählung der mit DeOlmos Kupfersilberfärbung gefärbten Präparate erfolgte blind und

wurde durch erfahrene Untersucher kontrolliert. Das Endresultat wurde als numerische

Neuronendichte angegeben: degenerierte Neurone pro Kubikmillimeter. Es wurden insgesamt 12

Hirnregionen ausgewertet. Die Ergebnisse jeder Region wurden gemittelt. Die Unterschiede

zwischen Versuchsgruppen wurden mit Hilfe des Student’s t-Test auf ihre Signifikanz hin

geprüft. Die Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit der durch Hyperoxie bedingten Schäden

wurden mit Hilfe der ermittelten Gesamtscores und der Varianzanalyse (ANOVA) überprüft.

3.7.4. TUNEL-Färbung

Ein Kennzeichen der Apoptose ist die Aufspaltung der nukleären DNA durch Endonukleasen in

Fragmente von ca. 180 Basenpaaren Länge. Die TUNEL-Färbung weist diese DNA-Fragmente

nach124. Das Enzym Terminaldesoxynukleotidyltransferase reagiert nur mit 3’-OH-Enden von

DNA und fügt an sie biotinylierte Polydesoxyuridylnukleotide an. Diese Biotinenden reagieren

nun ihrerseits mit Avidin, das an eine Peroxidase gekoppelt ist. Diese Peroxidase katalysiert die

Farbreaktion, die im histologischen Präparat sichtbar wird. Eine apoptotische Zelle ist mit der

TUNEL-Methode für ca. 1–3std nachweisbar.

Nach definierten Zeiträumen in Hyperoxie wurden die sieben Tage alten Ratten, wie unter Punkt

3.4.2. beschrieben, getötet und perfundiert. Die Gehirne wurden am Vibratom in 70_m dünne

Scheiben geschnitten. Die Färbung wurde mit Hilfe eines kommerziellen Kits (ApopTag® In Situ

Apoptosis Detection Kit) durchgeführt, und die Gehirne wurden mit Methylgrün gegengefärbt.

Das Resultat waren dunkelbraune Kerne von allen Zellen, die DNA-Fragmentierung zeigten. Das

Zytoplasma intakter Zellen wurde mit Methylgrün angefärbt.

3.7.5. Immunhistochemischer Nachweis von Caspase-3

Die Gehirne wurden in Paraffin eingelegt und koronar am Mikrotom in 5_m dicke Scheiben

geschnitten. Danach wurden sie auf mit 3-Aminopropyltrietoxysilan beschichtete Objektträger

aufgebracht. Die Schnitte wurden anschließend in Zitratpuffer (pH = 6,0) bei 750 W in der

Mikrowelle inkubiert125. Die endogene Peroxydaseaktivität wurde mit 0,6% (v/v)

Hydrogenperoxid (15min) blockiert. Danach wurden die Schnitte zunächst 20min mit normalen
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Ziegenserum und anschließend über Nacht bei 4°C mit einem 1:100 verdünnten Caspase-3

Antikörper inkubiert. Die Negativkontrollen wurden mit Hilfe von Peptidimmunogen

durchgeführt, einem Konkurrenten der Antikörperbindung. Die Schnitte wurden anschließend

mit Ziegen-Antikaninchen-IgG versehen. Nach der Färbung mit einem ABC Kit konnten die

positiven Zellen mit Hilfe von Diaminobenzidin (DAB) visualisiert und mit Mayers Hämalaun

gegengefärbt werden.
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4. ERGEBNISSE

Es gab keine Beeinträchtigungen oder Unterschiede in Körpergewicht und Atmung der Tiere in

80%igem Sauerstoff verglichen mit den Kontrolltieren. Bei allen Tieren wurden keine klinischen

Beeinträchtigungen festgestellt, und es gab keine Mortalität.

Um festzustellen, ob Sauerstoffkonzentrationen zu Schädigungen im sich entwickelnden Gehirn

führen, wurden 6 Tage alte Ratten mit ihren Müttern einer 80%igen Sauerstoffkonzentration

ausgesetzt, sofort getötet und transkardial perfundiert. Die histologische Auswertung mit Hilfe

der DeOlmos Kupfersilberfärbung oder TUNEL-Färbung zeigt eine vermehrte Dichte der

degenerierten Zellen in verschiedenen Hirnregionen im Vergleich zu den nicht exponierten

Tieren.

4.1. PHYSIOLOGISCHE PARAMETER

4.2. HISTOLOGISCHER NACHWEIS DER APOPTOSE
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 E)

F)

Abbildung 6: Darstellung morphologischer Veränderungen bei Hyperoxie-induzierter
Neurodegeneration. A–D) Nach DeOlmos gefärbte histologische Schnitte vom Thalamus (A und
B), Subiculum (C) und Corpus callosum (D), von Hyperoxie-exponierten Ratten (A, C und D)
und Kontrolltieren (B). Degenerierte Zellen finden sich reichlich in den hyperoxischen Gehirnen
(A, C und D) und nur vereinzelt in den Gehirnen der Ratten in normaler Umgebungsluft (B).
E) Detailaufnahme eines mit TUNEL gefärbten mikroskopischen Schnitts des Kortex (RSC)
eines 7 Tage alten Rattengehirns mit Darstellung apoptotischer Zellen.
F) Eine schematische Darstellung der Verteilung des Hyperoxie-induzierten Zelltodes im 7 Tage
altem Rattengehirn nach 12std Hyperoxie mit 80% O2 .
Vergrößerungen: A und B x25; C x40; D und E x120.

Um die Dauer der O2-Exposition zu bestimmen, die notwendig ist, um Apoptose im sich

entwickelnden Gehirn auszulösen, wurden die 7 Tage alte Ratten für 2, 6, 12, 24, 48 oder 72std

80%igem Sauerstoff ausgesetzt. Die Analyse der Silberfärbungen der Rattengehirne ergab, dass

es nach 6std Hyperoxieexposition zu einem leichten und nach 12std zu einem signifikanten

Anstieg des apoptotischen Zelltodes kam. Ein maximales Vorkommen von apoptotischer

Neurodegeneration konnte nach 24std Hyperoxie beobachtet werden. Nach längerer

Expositionsdauer (48 und 72std) wurde keine weitere Steigerung mehr beobachtet (s. Abb.7).
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Abbildung 7: Zeitverlauf des Hyperoxie-induzierten Zelltodes im Gehirn von 7 Tage alten
Ratten. Die Dichte der degenerierten Zellen (nach DeOlmos gefärbt) wurde mit der
stereologischen optischen Dissektionsmethode in 12 Hirnregionen bestimmt. Diese
Zelldichtewerte wurden zu einem Gesamtwert für jedes Gehirn addiert (Score).

Um mögliche Mechanismen zu untersuchen, die in die Pathogenese der apoptotischen

Neurodegeneration im sich entwickelnden Gehirn, ausgelöst durch Hyperoxie, involviert sind,

wurde getestet, ob und wie Hyperoxie die Expression von BDNF (brain-derived neurotrophic

factor), NGF (nerve growth factor), NT-3 (neurotrophin 3) und GDNF (glia-derived

neurotrophic factor) im retrosplenialen Kortex, Striatum und Thalamus beeinflusst. Aus diesem

Grund wurden 7 Tage alte Ratten 80% O2 für 2, 6, 12 oder 24std (n = 6 pro Gruppe) ausgesetzt

und sofort nach dem Ende der Exposition getötet. Hyperoxie triggert eine verminderte

Expression aller vier Wachstumsfaktoren in den untersuchten Hirnregionen Thalamus (THA),

Striatum (STR) und retrosplenialer Kortex (RSC) auf mRNA-Ebene, mit einem Maximum der

Herabregulation zwischen 2–6std. (s. Abb.8a–8d).

Mittels Western-Blot-Verfahren konnte festgestellt werden, dass die Herabregulation von

BDNF, NGF, NT-3 und GDNF auf mRNA-Ebene assoziiert ist mit einer Runterregulierung der

aktivierten, phosphorylierten Isoformen der Serin-Threonin-Kinase Akt (p-Akt, Proteinkinase B)
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und ERK1/2 (p-ERK 1/2) (extracellular signal-regulated protein kinase), einem Mitglied der

MAPK-Familie, Mediatoren der intrazellulären Signale, die der Aktivierung der

Tyrosinrezeptorkinase (Trk) durch Wachstumsfaktoren folgen. Es zeigte sich, dass es nach 12std

zu einem maximalen Abfall der Proteinexpression in den untersuchten Gehirnen der 7 Tage alten

Ratten kam (s. Abb.9).

A)                                                             B)                                                              

        

Abbildung 8a: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von BDNF

A)                                                                  B)

Abbildung 8b: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von GDNF
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A)                                                                B)

Abbildung 8c: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von NGF

A)                                                             B)

Abbildung 8d: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von NT-3
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Abbildung 8a–d: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von Neurotrophinen.
 A) Die Polyacrylamidgele zeigen eine Herabregulation der mRNA-Expressionen der
Wachstumsfaktoren nach Hyperoxie im Gehirn von 7 Tage alten Ratten. Hier dargestellt ist
jeweils der rechte Thalamus. B) Es wurden die mRNA-Expressionen der Wachstumsfaktoren a)
BDNF (brain-derived neurotrophic factor), b) GDNF (glia-derived neurotrophic factor), c) NGF
(nerve growth factor) und d) NT-3 (neurotrophin 3) im retrosplenialen Kortex (RSC), Thalamus
(THA) und Striatum (STR) in den rechten Hirnhemisphären von Kontrolltieren (C) und von
Ratten nach 2, 6, 12 und 24std Hyperoxie (80% O2) mit Hilfe der RT-PCR bestimmt. Das
Dichteverhältnis dieser Wachstumsfaktoren wurde in Relation zum internen Standard _-Actin
bestimmt (n = 6 pro Kontrolle und Zeiteinheit).
Bei BDNF kam es nach 6std, bei NGF und GDNF nach 2std in Hyperoxie zu einem maximalen
Abfall der mRNA-Expressionen. Der maximale Abfall der NT-3-mRNA-Expression lag
zwischen 6 und 12std.
Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Wachstumsfaktoren kam es nach 24std O2-Exposition zu
einem Anstieg der mRNA-Level auf die Ausgangswerte.

Abbildung 9:  Die Western Blots zeigen eine Herabregulation von p-MAPK und p-AKT nach
Hyperoxie im rechten Thalamus von 7 Tage alten Ratten. Das MAPK-, p-MAPK-, Akt- und p-
Akt-Protein wurde im rechten Thalamus von Kontrolltieren (C) und den der Hyperoxie
ausgesetzten Tieren untersucht (n = 6 pro Zeiteinheit). Die Proteinexpression wurde berechnet in
bezug auf das jeweilige Protein in den Kontrolltieren. Die Ratten wurden 6, 12, 24 oder 48std
einer Hyperoxie (80% O2) ausgesetzt.
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Nach 12std Hyperoxie zeigte sich eine maximale Runterregulierung der untersuchten
Proteinexpression von p-Akt und p-MAPK, während es bei den unaktivierten,
unphosphorylierten Isoformen von MAPK und Akt zu keinen Veränderungen der
Proteinexpressionen kam.

4.4.1. Hochregulierung des Todesrezeptors Fas durch Hyperoxie

Um herauszufinden, ob es durch Hyperoxie zu einer Aktivierung des extrinsischen Weges der

Apoptose über Fas kommt, wurde der Zusammenhang zwischen Hyperoxie und Fas-Expression

im Gehirn 7 Tage alter Ratten mit Hilfe von RT-PCR und Western-Blot-Verfahren untersucht.

Dafür wurden 6 Tage alte Ratten für 6, 12, 24 und 48std (n = 6 pro Zeiteinheit) einer Hyperoxie

(80% O2) ausgesetzt und nach dem Ende der Sauerstoffexposition sofort getötet. Im Vergleich

dazu wurden Kontrolltiere (n = 4) in normaler Raumluft gelassen. Mit Hilfe der

densitometrischen Analyse wurden die Polyacrylamidgele ausgewertet und das Dichteverhältnis

(Fas in Bezug auf _-Actin) statistisch bestimmt. Sauerstoffexposition triggert eine vermehrte

mRNA-Expression von Fas in Kortex, Thalamus und Striatum mit einem signifikanten Anstieg

nach 6std und einem Maximum nach 12std Hyperoxie (s. Abb.10A/B).

Die Proteinexpression von Fas wurde mittels Western-Blot-Verfahren in Thalamus, Striatum und

Kortex bestimmt. Die sechs Tage alten Ratten wurden nach 6, 12, 24 und 48std (n = 6 pro

Zeiteinheit) Sauerstoffexposition getötet. Erhöhte Proteinlevel von Fas wurden im ipsilateralen

Thalamus nach 6std Hyperoxie gefunden, mit dem größten Anstieg nach 12 und 24std O2-

Exposition (s. Abb.10B). Ähnliche Ergebnisse konnten in Proteinanalysen mit Proben aus

Striatum und Thalamus festgestellt werden.

4.4. REGULATION DER FAS- UND ZYTOKINEXPRESSION UND DER
       CASPASE-3-AKTIVITÄT UNTER HYPEROXIE
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A)                                                                        C)

B)

Abbildung 10A–C:  Das Polyacrylamidgel (A) der RT-PCR zeigt eine Hochregulierung von Fas
auf mRNA-Ebene mit einem Maximum nach 12std in Hyperoxie (80% O2) im rechten
Thalamus. Das Dichteverhältnis wurde in Relation zum internen Standard _-Actin ermittelt (C)
und im Thalamus (THA), Striatum (STR) und retrosplenialen Kortex (RSC) bei Kontrolltieren
(C) und bei Ratten, die für 6, 12, 24 oder 48std (n = 6 pro Zeiteinheit) einer Hyperoxie ausgesetzt
waren, bestimmt.
Der Western Blot (B) zeigt, dass es auf Proteinebene zu einer Hochregulierung des Fas-
Rezeptors mit einem Maximum bei 24std in Hyperoxie kam. Das Fas-Protein wurde im rechten
Thalamus der Kontrolltiere und der Tiere in Hyperoxie (n = 6 pro Zeiteinheit) bestimmt. Dabei
wurde die Proteinexpression nach Hyperoxie in Relation zu den Kontrolltieren gemessen.

4.4.2. Sauerstoffexposition triggert die Transkription von proinflammatorischen
          Zytokinen

Um zu untersuchen, welchen Einfluss Hyperoxie auf die Expression von inflammatorischen

Zytokinen im sich entwickelnden Gehirn hat, wurden 6 Tage alte Ratten 2, 6, 12, und 24std (n =

6 pro Zeiteinheit) 80%iger Sauerstoffkonzentration ausgesetzt.  Mit Hilfe der RT-PCR wurde

dann die mRNA-Expression von IL-1_ und IL-18 im rechten Thalamus, Striatum und

retrosplenialem Kortex bestimmt.

Sauerstoff triggert einen Anstieg der mRNA von IL-1_ und IL-18 in den untersuchten Geweben

des sich entwickelnden Rattengehirns. Dieser Effekt wurde nach 2std Hyperoxie offensichtlich.

Nach 6std wurde ein Maximum der mRNA-Level erreicht, und nach 12–24std kam es zu einem

Abfall auf die Basalwerte (s. Abb.11 und 12).
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A)                                                                   B)

Abbildung 11: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von IL-1_

A)                                                                  B)

Abbildung 12: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von IL-18.

Abbildungen 11–12: A) Die Polyacrylamidgele zeigen die Hochregulation der mRNA der
Zytokine IL-1_ und IL-18 im rechten Thalamus 7 Tage alter Ratten nach Hyperoxie. B) Es
wurde die m-RNA Expression dieser inflammatorischen Interleukine in Thalamus (THA),
Striatum (STR) und retrosplenialem Kortex (RSC) der rechten Hirnhemisphären von
Kontrolltieren (C) und 7 Tage alten Ratten nach 2, 6, 12 und 24std Hyperoxie (80% O2) mit
Hilfe der RT-PCR bestimmt. Das Dichteverhältnis wurde in Relation zum internen Standard _-
Actin bestimmt. Zu einem maximalen Anstieg der mRNA-Expression von IL-1_ und IL-18 kam
es nach 6std Sauerstoffexposition.
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4.4.3. Sauerstoffexposition triggert die Transkription des IL-18-Rezeptors (IL-18R)

Um die Transkription des IL-18-Rezeptors unter den pathologischen Konditionen einer

Hyperoxie (80%ige Sauerstoffkonzentration) zu untersuchen, wurden die mRNA-Level in

Thalamus, Striatum und retrosplenialem Kortex von Ratten nach Sauerstoffexposition und

Kontrollratten analysiert. Die Zeiteinheiten der Hyperoxie (n = 6 pro Zeiteinheit und Kontrolle)

waren wie bei IL-18 2, 6, 12 und 24std.

Es gab einen signifikanten Anstieg der IL-18R-mRNA in allen drei untersuchten Hirnregionen

nach 2std O2-Exposition. Das Maximum der Hochregulation lag bei 6std und nach 24std kam es

zu einem Abfall der mRNA-Expression auf die Ausgangswerte.

A)                                                                   B)

Abbildung 13: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression des IL-18-Rezeptors (IL-18R).
A) Das Polyacrylamidgel zeigt eine Hochregulation auf mRNA-Ebene des Interleukin-18-
Rezeptors im rechten Thalamus 7 Tage alter Ratten. B) Es wurde die mRNA-Expression des IL-
18-Rezeptors (IL-18R) in Thalamus (THA), Striatum (STR) und retrosplenialem Kortex (RSC)
der rechten Hirnhemisphären von Kontrolltieren (C) und von 7 Tage alten Ratten nach 2, 6, 12
und 24std Hyperoxie (80% O2) mit Hilfe der RT-PCR analysiert. Das Dichteverhältnis wurde in
Relation zum internen Standard ß-Actin gesetzt (n = 6 pro Kontrolle und Zeiteinheit).
Sauerstoffexposition triggert eine verstärkte Transkription des IL-18-Rezeptors mit einem
Maximum nach 6std und einem Abfall auf die Ausgangswerte nach 24std Hyperoxie.

4.4.4. Transkription des antiinflammatorischen IL-10 nach Hyperoxie

Die Untersuchung der mRNA-Expression von IL-10, einem Interleukin mit

antiinflammatorischen Eigenschaften, zeigt einen klaren Anstieg nach 2std mit einem Maximum

nach 6std Hyperoxie. Wie bei den zuvor beschriebenen inflammatorischen Interleukinen IL-1_
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und IL-18 (s. Kapitel 4.4.2.) kam es auch hier nach 24std Sauerstoffexposition zu einem

Erreichen der Ausgangswerte.

A)                                                              B)

Abbildung 14: Einfluss von Hyperoxie auf die Expression von IL-10.
A) Das Polyacrylamidgel zeigt die gesteigerte mRNA-Expression von IL-10 im rechten
Thalamus 7 Tage alter Ratten nach Hyperoxie. B) Untersucht wurde die mRNA-Expression bei
Kontrollratten (C) und bei Ratten nach 2, 6, 12 und 24std (n = 6 pro Zeiteinheit und Kontrolle)
Hyperoxie (80%ige Sauerstoffkonzentration). Eine vermehrte IL-10-Transkription konnte in
allen drei untersuchten Hirnregionen Thalamus (THA), Striatum (STR) und Kortex (RSC) der
rechten Hirnhemisphären festgestellt werden, mit einem signifikanten Anstieg nach 2std und
einer maximalen Steigerung nach 6std O2-Exposition.

4.4.5. Gesteigerte Aktivität von Caspase-3 nach Hyperoxie

Die Immunoreaktivität wurde mit einem spezifischen Antikörper gegen die aktive P20-

Untereinheit von Caspase-3 in in Paraffin gelagerten Hirnschnitten von 7 Tage alten Ratten nach

6 (n = 4), 12 (n = 4) und 24 (n = 4) Stunden Hyperoxie analysiert. In den gefärbten Präparaten

konnte immunhistochemisch eine starke Steigerung der Caspase-3-Aktivität festgestellt werden.

12std Sauerstoffexposition war die optimale Zeit zur Visualisierung der weit verbreiteten

Verteilung der Caspase-3-Aktivität in vielen Hirnregionen. Die Caspase-3-Immunbindung stieg

vor allem in den kortikalen Neuronen und im Thalamus. Ebenso gab es Caspase-3-positive

Zellen im Striatum und in der periventrikulären weißen Substanz.
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A)                                                                   B)

                                                             

Abbildung 15: Aktivierte Caspase-3 nach 12std Sauerstoffexposition (80%).
A) In der immunhistochemischen Färbung fanden sich viele Caspase-3-positive Zellen. Hier
wurden drei Zellen beispielhaft mit Pfeilen gekennzeichnet. B) Der vergrößerter Ausschnitt zeigt
immunopositive Zellen für aktivierte Caspase 3 mit apoptotischen Veränderungen der Nuclei.
Die Abbildungen zeigen eine gesteigerte Immunbindung von Caspase-3 im laterodorsalen
Thalamus, in Abb. A mit 120facher, in Abb. B mit 200facher Vergrößerung.
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5. DISKUSSION

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Exposition des sich entwickelnden Rattengehirns

mit hohen Sauerstoffkonzentrationen in einer Zeitspanne von Stunden eine massive apoptotische

Neurodegeneration zur Folge hat. Die neurodegenerativen Veränderungen betrafen eine große

Anzahl von Neuronen in mehreren wichtigen Regionen des sich entwickelnden Gehirns. Es

zeigte sich, dass Hyperoxie Einfluss auf verschiedene Faktoren ausübt, die im neuronalen

Überleben eine entscheidende Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurde ein neues Tiermodell etabliert, um Auswirkungen von Hyperoxie auf das

unreife Gehirn zu untersuchen. Wegen der Ähnlichkeit zum menschlichen Gehirn wurden

Wistar-Ratten als experimentelles Modell ausgesucht. 6 Tage alte Ratten wurden definierte

Zeiträume (2–72std) mit 80% Sauerstoff exponiert.

Es wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von RT-PCR und Western Blot der Beweis erbracht, dass es

durch hyperoxische Bedingungen zu Veränderungen der Genexpressionen und Phosphorylierung

von Proteinen kommt, die das neuronale Überleben während der Entwicklung kontrollieren. So

führte Hyperoxie zu einer verminderten Synthese von BDNF, NGF, NT-3 und GDNF und

reduzierte auf Proteinebene die aktivierten Formen von Akt und MAPK nach bestimmten

Zeiträumen, was ein Ungleichgewicht der neuroprotektiven und neurodestruktiven Mechanismen

zur Folge hat. In der Periode des rapiden Hirnwachstums, in der die physiologische Eliminierung

von Gehirnzellen ein wichtiger Bestandteil ist, führt ein solches Ungleichgewicht zu vermehrter

pathologischer apoptotischer Neurodegeneration.

Neben dem histologischen Bild apoptotischer Zellen zeigten die untergegangenen Zellen auch

eine vermehrte Expression des Todesrezeptors Fas und eine gesteigerte Spaltung der

Effektorcaspase-3 als weiteren spezifischen Nachweis, dass es infolge von Hyperoxie zum

apoptotischen Zelltod kommt.

In dieser Arbeit wurden darüber hinaus andere mögliche Mechanismen untersucht, die nach

Exposition mit hohen Sauerstoffkonzentrationen zu Schädigungen des sich entwickelnden

Rattengehirns beitragen. Es zeigte sich innerhalb weniger Stunden ein deutlicher Anstieg von IL-

1_ und IL-18, zwei Caspase-1-abhängigen inflammatorischen Zytokinen, sodass man davon

5.1. ALLGEMEINE BETRACHTUNG
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ausgehen kann, dass zusätzlich eine starke inflammatorische Antwort zu vermehrter

Neurodegeneration führt.

Auch das untersuchte antiinflammatorische IL-10 zeigte einen signifikanten Anstieg, was als

möglicher Kompensationsmechanismus gesehen werden kann.

5.2.1. Apoptotische Neurodegeneration als Folge von Hyperoxie im sich entwickelnden
            Rattengehirn

Die Ergebnisse zeigen, dass die Exposition des sich entwickelnden Rattengehirns mit hohen

Konzentrationen von Sauerstoff in einem Zeitraum von wenigen Stunden zu einer

neurodegenerativen Reaktion führt, in deren Folge es zu einem massiven Absterben einer großen

Anzahl von Neuronen in mehreren wichtigen Hirnregionen kommt. Ein maximales Vorkommen

apoptotischer Neurodegeneration wurde nach 24std Hyperoxie beobachtet. Die schematische

Darstellung zeigt eine disseminierte Verteilung des durch Hyperoxie induzierten Zelltodes in den

Rattengehirnen (s. Abb.6F). Betroffen sind kortikale Areale, die Basalganglien, Hypothalamus,

Hippocampus und Bahnen der weißen Substanz.

Eine Vielzahl von Studien haben die vorherrschende Rolle der Apoptose als Zelltod im unreifen

Gehirn hervorgehoben126. Das es sich bei der durch Hyperoxie induzierten Neurodegeneration

um einen apoptotischen Zelltod handelt, wurde in dieser Arbeit durch histologische,

immunhistochemische und molekulare Studien bestätigt. Degenerierte Zellen wurden mit Hilfe

der DeOlmos Kupfersilberfärbung und der TUNEL-Technik sichtbar, und es zeigten sich

deutlich die morphologischen Kennzeichen eines apoptotischen Zelltodes.

5.2.2. Einfluss von O2 auf Fas und Caspase-3

Weitere Beweise für Apoptose als Ursache der Neurodegeneration wurden auf molekularer

Ebene erbracht, indem Faktoren, die Teil der apoptotischen Zelltodkaskade sind, analysiert

wurden. Mit Hilfe von RT-PCR und Western Blot zeigte sich eine Hochregulierung des

Zelloberflächenrezeptors Fas, über welchen es zur Aktivierung des extrinsischen Weges der

Apoptose kommt. Darüber hinaus fand sich die aktivierte Form der Effektorcaspase-3 in

Neuronen mit morphologischen Zeichen von Apoptose, hinweisend auf das Endstadium der

Selbstzerstörungsmaschinerie127. Die Proteinexpression von Fas zeigte sich in denselben

5.2. HYPEROXIE FÜHRT ZU APOPTOSE
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Hirnregionen, in denen sich durch die histologische Auswertung vermehrt apoptotische

Neurodegeneration darstellte, vor allem in Kortex und Thalamus. Beide Faktoren werden im

unreifen Gehirn konstitutionell exprimiert128, 129. Fas und Caspase-3 initiieren und exekutieren

die apoptotische Kaskade in einer Reihe von Krankheitsmodellen im adulten wie auch im sich

entwickelnden Gehirn130, 131, 132.

In dieser Studie wurde die Aktivität von Fas und Caspase-3 zusätzlich zu den histologischen

Methoden ausgesucht, als repräsentative Marker der Apoptose im vorliegenden Modell der

Sauerstofftoxizität im sich entwickelnden Gehirn. Die Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung

des Todesrezeptors und der Caspase hin, schließen jedoch nicht die Möglichkeit aus, dass andere

Zelltod und -überleben fördernde Faktoren der Apoptosemaschinerie ebenfalls zu dem

Hyperoxie-induzierten Zelltod im unreifen Gehirn beitragen.

5.2.3. Gesteigerte Vulnerabilität des sich entwickelnden Gehirns für Hyperoxie

In den letzten Jahren wurden mehr und mehr „stillere“ Auslöser des Zelltodes im sich

entwickelnden Gehirn entdeckt und untersucht. So wurde beschrieben, dass Wirkstoffe, welche

als Sedativa99, Anästhetika100, 133oder Antikonvulsiva134 in neonatalen Intensivstationen

eingesetzt werden und die physiologische Aktivität der Synapsen verändern, als Antagonisten

am N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Rezeptor (Ketamin, N2O), als Agonisten am GABAA-

Rezeptor (Barbiturate, Benzodiazepine, Anästhetika) oder als Natriumkanalblocker (Phenytoin,

Valproinsäure) massive apoptotische Neurodegeneration in infantilen Ratten- und

Mäusegehirnen auslösen können. Dieser neurotoxische Effekt in Nagetieren ist streng begrenzt

auf einen Entwicklungsabschnitt, der als Periode des rapiden Hirnwachstums (s. Kapitel 1.4.)

beschrieben wird. Beim Menschen beginnt diese Periode pränatal und hat ihren Höhepunkt zum

Zeitpunkt der Geburt95, 99, 100, 134.

Genaue Mechanismen, welche der gesteigerten Sensitivität des unreifen Gehirns gegen

schädigende Einflüsse zugrunde liegen, sind bisher weitgehend unbekannt. Man geht unter

anderem davon aus, dass entwicklungsbedingte Veränderungen im NMDA-Rezeptorsystem eine

Rolle spielen. Das Tiergehirn hat eine gesteigerte Empfindlichkeit in der ersten Lebenswoche,

was mit einer hypersensitiven Phase mit maximaler Vulnerabilität am siebten postnatalen Tag

für NMDA übereinstimmt96. Neuere Studien vermuten, dass das neuronale Überleben über den

NMDA-Rezeptor während des frühen neonatalen Lebens unterstützt wird100. Dies lässt sich auf

signifikante entwicklungsbedingte Veränderungen der NMDA-Rezeptoruntereinheiten

zurückführen135.
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Ein Grund für eine erhöhte Empfindlichkeit des sich entwickelnden Gehirns gegen Sauerstoff ist

ein unreifes zelluläres Antioxidationssystem136, 137. So sind frühgeborene neonatale Tiere nicht in

der Lage, Antioxidationssysteme wie die Superoxiddismutase, Katalase oder

Glutathionperoxidase nach exzessiver Sauerstoffexposition adäquat hochzuregulieren12. Aktuelle

Untersuchungen zeigen, dass Hyperoxie im unreifen Gehirn eine massive Produktion von freien

Sauerstoffradikalen, wie iNOS und Peroxynitrat, induziert138. In neuen Studien konnte eine

Modulation der NMDA-Rezeptorfunktion durch freie Sauerstoffradikale nachgewiesen

werden139.

Interessanterweise scheinen auch alte Tiere empfindlich gegen Sauerstofftoxizität zu sein, was

auf eine Abnahme der intrazellulären Antioxidations-Schutzmechanismen zurückzuführen ist140.

Darüber hinaus sind menschliche Frühgeborene eventuell besonders empfindlich für schädigende

Effekte von Sauerstoff. Dies liegt vor allem daran, dass für Frühgeborene die postnatalen

Konditionen mit arteriellen Sauerstoffpartialdrücken (PaO2) von 50–70 Torr immer hyperoxisch

sind verglichen mit intrauterinen Bedingungen, wo der durchschnittliche PaO2 ca. 32 Torr in der

Umbilikalvene und 22 Torr in der Aorta descendens beträgt141, 142.

Studien des Gehirns mit Magnetresonanz-Spektroskopie zeigen, dass der zerebrale

Metabolismus bei frühgeborenen Kindern im Vergleich zu reifen Neugeborenen differiert143,144.

Es zeigt sich also, dass Neurone besonders in der Phase des rapiden Hirnwachstums eine

gesteigerte Empfindlichkeit gegen viele Einflüsse haben. Dadurch ergibt sich die Gefahr, dass

menschliche Frühgeborene durch verschiedene Behandlungen, die beim erwachsenen Patienten

als ungefährlich gelten, iatrogen Hirnschädigungen erleiden. Hyperoxie könnte in diesem

Zusammenhang, besonders in Anbetracht der erhöhten Empfindlichkeit des sich entwickelnden

Gehirns für Sauerstoff, ein besonders potenter Auslöser diffuser Neurodegeneration im Gehirn

Frühgeborener sein.

Die Ergebnisse zeigen, dass es durch Hyperoxieexposition zu Veränderungen der Genexpression

und Phosphorylierung der Proteine kommt, die das neuronale Überleben während der

Entwicklung kontrollieren. Hyperoxie führt zu einer stark verminderten Synthese von BDNF,

NGF, und NT-3 und reduziert die aktiven Formen von Akt und MAPK. Zwischen 2 und 6std

5.3. HYPEROXIE FÜHRT ZUR HERABREGULIERUNG DER
       WACHSTUMSFAKTOREN
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Sauerstoffexposition kam es zu einem maximalen Abfall der mRNA-Expression der

Wachstumsfaktoren, die nach 24std wieder den Ausgangswert erreichte. Dazu korrelierte auf

Proteinebene der Abfall der Proteinexpression von Akt und MAPK im Western Blot mit einem

Maximum nach 12std.

Diese Veränderungen bringen eine Schwäche der überlebensfördernden Signale zum Ausdruck

und ein Ungleichgewicht zwischen neuroprotektiven und neurodestruktiven Mechanismen im

Gehirn145. Dieses fördert in einer sensiblen Entwicklungsphase, die durch eine ständige

physiologische Eliminierung von Gehirnzellen geprägt ist, massiv den apoptotischen Zelltod.

Seit Jahrzehnten ist bekannt, dass Hyperoxie zu Schädigungen der unreifen Lunge und Retina

führt. Sauerstofftoxizität ist beteiligt an der Pathogenese der bronchopulmonalen Dysplasie und

der Retinopathie Frühgeborener2, 3. Apoptose wurde als eine der Zelltodformen identifiziert, die

im Kontext mit Hyperoxie-induzierten Organschädigungen auftreten146, 93, 147. Studien haben

gezeigt, dass der apoptotische Zelltod in Lunge und Retina, ausgelöst durch Hyperoxie, durch

die Aktivierung von ERK1/2 (einem Mitglied der MAPK-Familie) und Akt und durch

Wachstumsfaktoren eingedämmt werden kann93, 146, 147. Eine pathogenetische Rolle von

oxidativem Stress, induziert durch Hyperoxie, wurde ebenfalls beschrieben148.

In dieser Arbeit werden die gleichen Mechanismen identifiziert, die zu dem durch Hyperoxie

induzierten apoptotischen Zelltod im sich entwickelnden Nagetiergehirn führen, wie sie in

anderen Organen beschrieben wurden. Es wird gezeigt, dass Hyperoxie die endogene

Neurotrophinsynthese hemmt. Da der apoptotische Zelltod, ausgelöst durch Hyperoxie, in den

oben genannten Studien durch Wachstumsfaktoren eingedämmt werden konnte, liegt es nahe,

dass die in dieser Arbeit aufgezeigte massive Verminderung der Neurotrophinexpression und der

aktivierten Formen von Akt und ERK eine vermehrte Apoptose zur Folge hatte.

Ergebnisse von Tierstudien über die Neurotrophinexpression unter pathologischen Bedingungen

im unreifen Gehirn sind teilweise kontrovers und abhängig von der Schädigungsart und von dem

verwendeten experimentellen Modell. Bei durch Pilocarpin induzierten Krampfanfällen und

traumatischen Verletzungen des sich entwickelnden Gehirns wurde eine Hochregulierung der

Neurotrophine beobachtet149, 150, wohingegen Ethanol und Antiepileptika zu einer Verminderung

der Neurotrophine führten134, 151. Darüber hinaus hatte die intrazerebroventrikuläre Injektion von

BDNF eine signifikante protektive Wirkung auf das unreife Gehirn in einem hypoxisch-

ischämischem Modell152.

Der Anstieg der Expression der Wachstumsfaktoren und von Akt und ERK1/2 nach 24std auf

den Ausgangslevel zurück ist wahrscheinlich auf endogene Kompensationsmechanismen

zurückzuführen. Möglicherweise kam es zu einer gesteigerten Neurotrophinexpression
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umliegender, nicht geschädigter Neurone. Letztlich bleiben diese Mechanismen in dieser Arbeit

jedoch ungeklärt.

Ebenso bleiben andere Mechanismen ungeklärt, die im Rahmen dieser Versuche nicht untersucht

wurden, wie z.B. der des silencing of survival signals (SOSS) über eine Rezeptormodulation

durch proinflammatorische Zytokine. Es ist bekannt, dass proinflammatorische Zytokine die

Synthese von antiinflammatorischen Zytokinen inhibieren. Einige Studien zeigen aber, dass sie

auch die intrazellulären Aktionen anderer Rezeptoren hemmen können153, 154. So inhibieren TNF-

_ und IL-1 möglicherweise die Fähigkeit des phosphorylierten IGF-1-Rezeptors, die PI(3)-

Kinase zu aktivieren155. Es ist nicht auszuschließen, dass es über die hier untersuchten

proinflammatorischen Zytokine IL-1_ und IL-18 in dieser Weise zu einer Modulation der Trk-

Rezeptoren kam, was zusätzlich zu einer Minderung der überlebensfördernden Signale führte.

In den letzten Jahren ist durch das Erforschen der genauen Pathomechanismen von diversen

Formen der Neurodegeneration die Bedeutung und Einflussnahme der Zytokine immer mehr in

den Vordergrund getreten156. Immunologen haben nach und nach ein Zytokinkonzept entwickelt,

das die komplizierten Zusammenhänge der einzelnen Faktoren zu erfassen versucht. Es zeigt,

wie schnell die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen ins Schwanken

gerät und damit zu über das neuronale Überleben alles entscheidenden Vorgängen führen kann.

Erhöhte Zytokinwerte im Nabelschnurblut von Frühgeborenen wurden mit neurologischen

Defiziten in Zusammenhang gebracht, die bei Nachuntersuchungen dieser Kinder festgestellt

wurden36.

Eine gesteigerte Produktion von inflammatorischen Zytokinen im Gehirn ist Teil von vielen

Neuropathologien, so z.B. des demenziellen AIDS-Syndroms, des Schlaganfalls, des Traumas,

der Multiplen Sklerose und der Alzheimer-Krankheit157, 158, 159, 160, 161.

Eine erhöhte IL-18-Produktion findet sich nach Ischämie/Reperfusion in der Niere52 und im

Herzen162. Dass IL-18 auch eine bedeutende Rolle in Mechanismen der Hirnschädigung spielt,

wurde in neueren Studien beschrieben. Nach Ischämie konnten deutlich gesteigerte

Konzentrationen von Caspase-1 und von den von ihr abhängigen Interleukinen IL-18 und IL-1_

nachgewiesen werden63. Darüber hinaus fand sich eine Reduktion der Hirnschädigung in IL-18-

defizienten Mäusen, sodass eine bedeutsame Beteiligung dieses Zytokins an einer

Entzündungsreaktion der Mikroglia nach Ischämie wahrscheinlich ist163, 69. Diese Vermutung

5.4. HYPEROXIE FÜHRT ZUR GESTEIGERTEN EXPRESSION VON
      CASPASE-1-ABHÄNGIGEN INFLAMMATORISCHEN ZYTOKINEN
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wird durch neuere Studien bestätigt, die zeigen, dass das IL-18-bindende Protein protektive

Wirkungen in einem Modell zur myokardialen Ischämie aufweist162.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass es auch infolge von Hyperoxie zu einem deutlichen Anstieg

dieser Caspase-1-abhängigen inflammatorischen Interleukine kommt. IL-18 und IL-1_ wie auch

der IL-18-Rezeptor zeigen im retrosplenialen Kortex, Thalamus und Striatum bereits nach 6std

einen maximalen mRNA-Konzentrationsanstieg, was nahe legt, dass Sauerstofftoxizität zu einer

schnellen Entzündungsantwort führt. In einer Studie von Hedtjärn kam es im Gehirn von 7 Tage

alten Ratten erst 14 Tage nach Hirninfarkt zu einem maximalen Anstieg der mRNA von IL-18,

während IL-1_ sein erstes Maximum 8std und sein zweites 6–14 Tage nach dem Insult zeigte63.

Auch andere Studien zeigen deutliche Unterschiede in der Immunantwort zwischen IL-1_ und

IL-18. Nach traumatischen Hirnschädigungen zeigte IL-1_ (wie auch andere

proinflammatorische Zytokine, so z.B. TNF und IL-6) eine deutlich schnellere Immunantwort als

IL-18 mit einem Anstieg innerhalb der ersten Stunden nach Traumasetzung, während IL-18

einen maximalen Anstieg nach 7 Tagen hatte. Die Zytokine der frühen Immunantwort zeigten

allerdings nur lokal in der geschädigten Hemisphäre einen Anstieg, während in der

kontralateralen Seite kein Anstieg nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu war der

Anstieg von IL-18 diffus auch in der kontralateralen, nicht geschädigten Hirnhemisphäre

nachzuweisen164.

In unseren Versuchen zeigten beide Interleukine einen Anstieg bereits nach 2std Hyperoxie und

sanken nach 24std auf den Ausgangswert zurück. Dieser Zeitraum stimmt mit den

neurodegenerativen Vorgängen überein, die nach 2std Sauerstoffexposition begannen und nach

24std ihren maximalen Anstieg hatten. Möglicherweise führten Kompensationsmechanismen wie

ansteigende antiinflammatorische Zytokine zu der Reduktion nach 24std (s.u.).

Die bedeutende Rolle von IL-1_ in hirnschädigenden Prozessen ist inzwischen gut

erforscht165,166, und die Interaktion mit IL-18 scheint dabei eine große Wichtigkeit zu haben.

Beide Zytokine teilen viele Eigenschaften, und es wird angenommen, dass IL-18 die

proinflammatorischen Effekte von IL-1_ potenziert. IL-18 induziert die Produktion von IL-1_

(und des TNF-_)54, und beide Zytokine bewirken über den gleichen intrazellulären Signalweg

eine Aktivierung von NF-_B, was zu einer Induktion von proinflammatorischen Genen wie z.B.

iNOS führt und so zu Schädigungen des unreifen Gehirns beiträgt55,  63,  64.

Möglicherweise kommt es zu dieser inflammatorischen Reaktion über eine gesteigerte Caspase-

1-Aktivität, ausgelöst durch andere Mechanismen, die infolge von O2-Toxizität zu Apoptose

führen. Wie oben beschrieben, kommt es durch Hyperoxie zu einem Abfall der

Wachstumsfaktoren und zu einer gesteigerten Expression des Todesrezeptors Fas, was zu
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vermehrter Apoptose und eventuell zu einer gesteigerten Caspase-1-Expression führt. Hyperoxie

scheint also in einem Zeitraum von 24std über verschiedene, sich gegenseitig potenzierende

Mechanismen zur massiven Neurodegeneration zu führen.

Allerdings wird die Aktivität von Caspase-1 im Rahmen von Studien über Hirnschädigungen

kontrovers diskutiert. In einigen Untersuchungen wurde keine gesteigerte Aktivität von Caspase-

1 nach Schädigungen des neonatalen oder adulten Gehirns beschrieben167, 168. Dennoch kam es

nach intrazerebroventrikulärer Gabe eines selektiven Caspase-1-Inhibitors (Ac-YVAD-cmk) zur

Reduktion der Neurodegeneration in verschieden in vivo Studien über ischämische169, 170 und

traumatische Hirnschädigungen171. Die Wichtigkeit von Caspase-1 als Vermittler in

hirnschädigenden Prozessen wurde auch in Versuchen mit Mäusen mit einem Mangel am

Caspase-1-Gen gezeigt. Sowohl in neonatalen als auch in adulten Tieren wirkte der Mangel an

Caspase-1 protektiv gegen Ischämie172,  60. In Mäusen ohne Caspase-1 kam es nicht zur

Produktion von reifem IL-1_ oder IL-1861, und momentan sind IL-1_ und IL-18 die einzig

bekannten Substrate für Caspase-1. Sowohl Caspase-1 als auch seine beiden Substrate werden

von der Mikroglia exprimiert, welche in inflammatorischen und pathologischen Prozessen im

Gehirn nach Ischämie eine wichtige Rolle spielt173. Eine interessante Frage könnte daher sein, ob

und wie stark die apoptotische Neurodegeneration nach Hyperoxie durch die Inhibition von

Caspase-1 und damit auch von IL-1_ und IL-18 zu reduzieren wäre.

Neuere Studien haben sich auch mit dem möglichen protektiven Nutzen des IL-18-bindenden

Proteins befasst. Das IL-18-bindende Protein (IL-18BP) ist ein natürlich vorkommender,

spezifischer Inhibitor von IL-18174, 175. IL-18BP ist in der Lage, IL-18 mit einer hohen Affinität

und Effektivität zu binden, und inhibiert dessen biologische Aktivität wie z.B. die IL-18-

vermittelte frühe Th1-Zytokinantwort176, 177, 178. Die systemische Gabe von IL-18BP nach

Hirntrauma führte bei Mäusen zu einer signifikant besseren neurologischen Entwicklung

innerhalb von 7 Tagen. Keinen Einfluss zeigte die IL-18BP-Gabe allerdings auf frühe

pathologische Veränderungen wie die Entwicklung eines Hirnödems nach 24std, vermutlich weil

zu diesem Zeitpunkt andere proinflammatorische Zytokine eine entscheidendere Rolle spielen.

Die Neutralisation von IL-18 durch die Gabe des IL-18-bindenden Proteins zeigte auch einen

protektiven Schutz bei durch Endotoxin oder Ischämie induzierten Leberschädigungen179. IL-18-

knock-out-Mäuse zeigten ein deutlich reduziertes Infarktvolumen verglichen mit

Kontrolltieren63.

Aufgrund dieser Vorkenntnisse stellt sich auch im Rahmen der Hyperoxie-induzierten

Neurodegeneration die Frage, ob man durch die Gabe von IL-18BP das Ausmaß der Schädigung

reduzieren und damit eine bessere neurologische Entwicklung der Frühgeborenen erreichen
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könnte. Da IL-18BP spezifisch IL-18 inhibiert und köpereigen vorkommt, hat es möglicherweise

weniger Nebenwirkungen als andere therapeutische Versuche, die proinflammatorischen

Wirkungen der Zytokine zu reduzieren.

Neben dem Anstieg der inflammatorischen Zytokine zeigte sich auch ein deutlicher Anstieg des

antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Der zeitliche Verlauf ähnelt dem von IL-1_ und IL-18

mit einem maximalen Anstieg der mRNA-Konzentration nach 6std Hyperoxie und einem Abfall

auf die Ausgangskonzentration nach 24std. Allerdings zeigt sich bereits nach 2std

Sauerstoffexposition ein drastischerer Anstieg der mRNA von IL-10 verglichen mit den

proinflammatorischen Zytokinen.

IL-10 wird im ZNS von Astrozyten und den Zellen der Mikroglia synthetisiert und hat eine

bedeutende Funktion für Überleben und Wiederherstellung der Neurone, indem es die Effekte

der proinflammatorischen Zytokine blockiert und Signale für das Zellüberleben fördert180, 181.

Die Stimulation des IL-10-Rezeptors führt über mehrere Signalwege, wie über JTK (Janus-

Tyrosin-Kinase), MAPK und NF-_B, zur Inhibition sowohl der extrinsischen, getriggert durch

Ligandenbindung (z.B. Fas und TNF), als auch der intrinsischen, mitochondrial ausgelösten

apoptotischen Kaskade182. IL-10 führt wahrscheinlich über gleiche Mechanismen wie die

Wachstumsfaktoren zu neuroprotektiven Effekten. So schützen z.B. BDNF und IL-10 vor dem

glutamatvermittelten Zelltod, indem sie den schädigenden Anstieg der freien Ca2+-Konzentration

im Zytosol eindämmen77, 82, 183. Darüber hinaus ist IL-10 in der Lage, das Fortschreiten der

Apoptose in immungeschwächten Zellen zu verlangsamen184 und die neurologische Entwicklung

nach ZNS-Trauma durch Reduktion der Apoptose zu verbessern72, 73.

Caspase-3 spielt eine wichtige Rolle in der glutamatvermittelten Apoptose185, 186. Bachis et al.

zeigten in ihrer Studie 2001, dass IL-10 einen Anstieg der Caspase-3-Aktivität, vermittelt durch

Glutamat, verhindern kann. Darüber hinaus induziert IL-10 innerhalb von Stunden einen rapiden

Abfall der Caspase-3-Aktivität, unabhängig von dem mangelnden Ca2+, durch welches die

Caspase-3-Aktivität moduliert wird187. Es scheint also so zu sein, dass IL-10 eine intrinsische

Möglichkeit hat, die Caspase-3-Aktivität direkt oder indirekt zu hemmen; ein Mechanismus, der

die neuroprotektiven Eigenschaften von IL-10 in vivo erklären könnte72, 73, 188.

5.5. HOCHREGULIERUNG VON IL-10 ALS MÖGLICHER ENDOGENER
       KOMPENSATIONSMECHANISMUS
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Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, kommt es infolge von Hyperoxie zu einem deutlichen

Anstieg der aktivierten Caspase-3. Möglicherweise kommt es als kompensatorische Reaktion auf

diesen Anstieg zu dieser rapiden Erhöhung der IL-10-Konzentration im sich entwickelnden

Rattengehirn. Bisher ist noch nicht bekannt, inwieweit IL-10 andere Caspasen beeinflusst.

Möglicherweise ist IL-10 in der Lage, auch weitere Caspasen wie z.B. Caspase-1 zu inhibieren,

was zu den abfallenden Konzentrationen von IL-1_ und  IL-18 beitragen könnte.

IL-10 ist zusätzlich noch über andere Mechanismen in der Lage, neuroprotektiv zu wirken, die

eventuell ebenfalls zu einer Reduktion der Apoptose nach Hyperoxie im unreifen Gehirn

beitragen. So spielt die Suppression der NF-kB Bindungsaktivität an DNA184 und die

verminderte Synthese proinflammatorischer Zytokine wie IL-1_ und TNF-_ durch IL-10 sicher

ebenfalls eine entscheidende Rolle des antiinflammatorischen Effekts74, 75, 189, 190.

Ein kompensatorischer Anstieg der antiinflammatorischen Mechanismen könnte dafür

verantwortlich sein, dass es zu einer Wiederherstellung der zellulären Homöostase und einer

Limitierung des neuronalen Verlustes kommt. Die Hochregulierung antiinflammatorischer

Zytokine repräsentiert möglicherweise endogene Mechanismen, die den durch Hyperoxie

ausgelösten apoptotischen Prozess limitieren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Sauerstoff ist ein wichtiger Bestandteil in vielen Bereichen der Behandlung Neugeborener, wie

z.B. bei der Wiederbelebungen, bei der Behandlung des respiratory distress syndrome, der

pulmonalen Hypertension und im Rahmen der Kardiochirurgie. Besonders bei Frühgeborenen,

die noch über kein reifes Antioxidationssystem verfügen, werden leicht hyperoxische

Bedingungen geschaffen. Bekannte Folgen von Sauerstofftoxizität bei Frühgeborenen sind

bisher die Retinopathie (retinopathy of prematury, ROP) und die bronchopulmonale Dysplasie.

Die rasanten Fortschritte in der neonatalen Intensivmedizin haben zwar die Überlebenschancen

von Frühgeborenen enorm verbessert, aber auch viele Probleme und Fragen aufgeworfen. Die

neurologische Morbidität bei Frühgeborenen ist beträchtlich. In vielen Fällen bleibt die Ursache

der kognitiven und motorischen Defizite unklar.

In dieser Arbeit konnte am unreifen Rattengehirn nachgewiesen werden, dass eine 80%ige

Sauerstoffkonzentration in der Atemluft zu einer ausgeprägten, diffusen apoptotischen

Neurodegeneration im Gehirn führt. Nach 24std erreichten die neurodegenerativen Vorgänge ihr

Maximum, danach konnte ein Rückgang der Apoptose beobachtet werden.

Es konnte deutlich dargestellt werden, dass Hyperoxie Einfluss nimmt auf die Expression von

apoptotische Genen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen und so über verschiedene Mechanismen

und Signalwege zu einem Ungleichgewicht der über das neuronale Überleben entscheidenden

Faktoren führt.

Die Exposition mit hoher Sauerstoffkonzentration führte im unreifen Rattengehirn zu einer

deutlich verminderten Expression der Neurotrophine BDNF (brain-derived neurotrophic factor),

NGF (nerve growth factor) und NT-3 (neurotrophin 3) im retrosplenialen Kortex, Striatum und

Thalamus. Ein maximaler Abfall der Wachstumsfaktorexpression konnte nach 6–12std

beobachtet werden, ebenso ein Wiederanstieg nach 24std Hyperoxie auf den Ausgangswert. In

der durch die Neurotrophine aktivierten Signalkaskade fand sich ein Abfall der ERK1/2- und

Akt-Phosphorylierung, mit einem gleichen Verlaufsschema wie bei den Neurotrophinen. Allein

durch Wegfall dieser für das neuronale Überleben entscheidenden Signale lässt sich die massiv

auftretende Apoptose erklären.

Als spezifischer Nachweis für eine apoptotische Neurodegeneration wurden neben dem

histologischen Verfahren auf molekularer Ebene apoptotische Gene untersucht. Unter Hyperoxie

kam es zu einer erhöhten Expression des Todesrezeptors Fas und einer gesteigerten Aktivität von

Caspase-3.
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Des Weiteren fand sich infolge der Hyperoxieexposition ein drastischer Anstieg der

inflammatorischen Zytokine IL-1_ und IL-18, welche im Rahmen von Neurodegeneration

zunehmend an Bedeutung gewinnen.

Als Reaktion auf die veränderten Genexpressionen der Faktoren scheint es endogene

Kompensationsmechanismen zu geben, wie es z.B. anhand des deutlichen Anstiegs von IL-10 zu

sehen ist, welche den Wiederanstieg der Wachstumsfaktoren erklären könnten. Diese bleiben

jedoch weitgehend unklar.

Es zeigt sich also, dass hohe Sauerstoffkonzentrationen in einer sehr vulnerablen Phase der

Hirnentwicklung (Phase des rapiden Hirnwachstums, „brain growth spurt period“) zu massiven

Veränderungen führen, welche den bisher ungeklärten diffusen Neuronenuntergang bei

Frühgeborenen erklären könnten.

Es bleibt zu klären, ab welchen Sauerstoffkonzentrationen es zu diesen fatalen Veränderungen

der Genexpressionen kommt und welche therapeutischen Interventionen möglich wären, etwa

die Gabe des IL-18-bindenden Proteins (IL-18BP), um die apoptotischen Vorgänge

einzudämmen.

Die vorliegenden Ergebnisse implizieren äußerste Vorsicht bei der therapeutischen Anwendung

von Sauerstoff bei Frühgeborenen, für die die postnatalen Konditionen, verglichen mit den

intrauterinen Bedingungen, immer hyperoxisch sind und die noch über ein unreifes

Antioxidationssystem verfügen.
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7. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

A Adenin, Adenosin

Abb. Abbildung

Akt Proteinkinase B

Apaf 1 apoptotic protease-activating factor 1

APS Ammoniumpersulfat

ARDS adult respiratory distress syndrome

BCA bicinchoninic acid

Bcl-2-Familie   Proteinfamilie mit anti- und proapoptotischen Mitgliedern, BCL

steht für B-cell lymphoma

BDNF brain-derived neurotrophic factor

Bp Basenpaare

BPD bronchopulmonale Dysplasie

BSA bovines Serumalbumin

BSO Buthioninsulfoximin

°C Grad Celsius

bzw. beziehungsweise

C Control (Kontrolltiere)

C Cytidin, Cytosin

ca. circa

Ca2+ ionisierte Form von Kalzium

CARDs Caspase activating recruitment domains

CDNA complementary DNA / komplementäre DNA

CLD chronic lung disease

cm Zentimeter

CREB cAMP response element binding protein

DAB Diaminobenzidin

Dest. Destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTPs Desoxynukleosidtriphosphate

DTT Dithiothreitol
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ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELBW extremely low birth weight infants

ERK extracellular signal-regulated protein kinase

et al. et altera

etc. et cetera

Fas Zelltodrezeptor, Synonym CD 95 und Apo-1

FIRS fetal inflammatory response syndrome

g Gramm oder Erdbeschleunigung

G Guanin, Guanosin

GABA _-Aminobuttersäure

GDNF glia-derived neurotrophic factor

GM-CSF Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

GTP Guanosin-Triphosphat

Hg chemisches Symbol für Quecksilber

ICE IL-1 converting enzyme

IFN Interferone

IGF insulin-like growth factor 1

IgG Immunglobulin G

IL Interleukine

IL-18BP Interleukin-18-bindendes Protein

IL-18R Interleukin-18-Rezepzor

iNOS inducible nitric oxide synthase

IRAK IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase

JNK c-Jun N-terminal-Kinase

JTK               Janus-Tyrosin-Kinase

M Molar

M Morbus

mA Milli-Ampere

MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase

min Minute (Minuten)

ml Milliliter

mM Millimolar

mm2 Quadratmillimeter
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MMLV moloney-murine leukemia virus

mRNA Messenger-Ribonukleinsäure

MyD88 myeloid differentiation primary response gene (88)

n Menge

N2O Lachgas

NAC N-Acetyl-L-Cystein

NF-_B nuclear factor _B

ng Nanogramm

NGF nerve growth factor

NK natürliche Killerzellen

nm Nanometer

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonoxid

NT Neurotrophin

nt nucleotide

O2 chemisches Symbol für molekularen Sauerstoff

p phosphoryliert

p75NTR p75-Neurotrophinrezeptor

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS phosphate-buffered saline (Phosphatpuffer)

PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol

PCR Polymerasekettenreaktion

PC-Zellen Zellen aus einer Phäochromozytomzelllinie

PI(3)K Phosphoinositol-3-Kinase

PVL periventrikuläre Leukomalazie

RNA Ribonukleinsäure

ROI reactive oxygen intermediates

ROP retinopathy of prematurity

ROS reactive oxygen species

RSC Retrosplenialer Kortex

RSK pp90-ribosomal-S6-Kinase

RT Raumtemperatur

RT reverse Transkription

s Sekunde(n)
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s. siehe

s.u. siehe unten

SDS Sodium Dodecyl Sulfat

SEM standard error of the mean

SSW Schwangerschaftswoche

std Stunde(n)

STR Striatum

T Thymin, Thymidin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TBS tris-buffered saline

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TGGE Temperaturgradientengelelektrophorese

Th1-Zellen T-Helferzellen-1

THA Thalamus

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAF-6 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6

Trk Tyrosinkinase

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end
labelling

U Unit (1U: Umsatz von 1 Mol Substrat/Minute)

UV-Licht ultraviolettes Licht

V Volt

V Volumen

v/v Volumenprozent

v/w Gewichtsprozent

VEGF vascular endothelial growth factor

W Watt

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem

_g Mikrogramm

_l Mikroliter

_M Mikromolar
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