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Verzeichnis verwendeter Abkirzungen und chemischer Formeln

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)
AP-1 Aktivator-Protein-1 (activator protein-1)
ATP Adenosintriphosphat

AZ Astrozyten

bFGF basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor

(basic fibroblast growth factor)

BHS Blut-Hirn-Schranke

bp Basenpaare

Cat Catalase

cGPx zytosolische GPx

CuznsSOD Kupfer-Zink-Superoxiddismutase

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

DNA Desoxyribonucleinsédure (desoxyribonucleic acid)

DTNB 5,5'-Dithio-bis[2-Nitrobenzoséaure]

DTT Dithiothreitol

ECGF endothelialer Wachstumsfaktor (endothelial cell growth factor)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (ethylenediaminetetraacetic acid)
EMSA Gel-Elektromobilitatsshift-Assay

(gel electrophoretic mobility shift assay)
ezSOD extrazellulare Superoxiddismutase
GFAP gliales fibrillares saures Protein, Marker der Astroglia

(glial fibrillary acidic protein)

GKEZ Gehirnkapillarendothelzellen

GPx Glutathion-Peroxidase

GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

H,0, Wasserstoffperoxid

HPLC Hochperformanz-Flussigkeitschromatographie

(high performance liquid chromatography)



IL Interleukin

ILB-4 Isolectin B4, Marker der Mikroglia

MnSOD Mangan-Superoxiddismutase

MRNA Boten-RNA (messenger-RNA)

MW Mittelwert

NADH Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid

NADPH Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NF-kB nuklearer Faktor-kB

NO Stickstoffmonoxid

NOS NO'-Synthase

‘O, Superoxidanion

04 Marker der Oligodendroglia

‘OH Hydroxylradikal

ONOO Peroxynitrit

PBS Phosphat-gepufferte Losung (phosphate buffered saline)
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
PHGPx Phospholipid-Hydroperoxid-GPx

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

ROS reaktive Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species)
rpm Umdrehungen pro min (rounds per minute)

RT reverse Transkription

RT-PCR reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion

SD Standardabweichung (standard deviation)

SOD Superoxiddismutase

SOD1 Kupfer-Zink-Superoxiddismutase

SOD2 Mangan-Superoxiddismutase

SOD3 extrazellulare Superoxiddismutase

TNB 2-Nitro-5-Thiobenzosaure

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

tPA Gewebe-Plasminogen-Aktivator (tissue plasminogen activator)

ZNS zentrales Nervensystem



1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit ist damit befal3t, den Einflu3 von Astrozyten (AZ) auf die
antioxidativen Schutzmechanismen von Gehirnkapillarendothelzellen (GKEZ) und
mithin der Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu klaren. Als pathologische Prozesse wurden
Hypoxie und Reoxygenierung in ihrer Wirkung auf das antioxidative Potential
untersucht (Modell einer zerebralen Ischamie). Die Experimente wurden im
wesentlichen an einem in vitro-Modell der BHS durchgefuhrt. Im folgenden sollen die
Grundlagen der Untersuchungen dargestellt werden. Nach Ausfihrungen Uber die
Struktur und Funktion der BHS (1.1.), die durch AZ beeinflul3t werden (1.1.1.), wird auf
die Prozesse bei Ischamie/Reperfusion im zentralen Nervensystem (ZNS) eingegangen
(1.2.). Hierbei sind reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) von zentraler Bedeutung (1.2.1.-
1.2.3.). ROS vermdgen die BHS wahrend Ischamie/Reperfusion bzw. Hypoxie/
Reoxygenierung zu 6ffnen (1.3.). Im letzten Kapitel der Einleitung wird, ausgehend vom

bisherigen Kenntnisstand, die Fragestellung der Arbeit entwickelt (1.4.).

1.1 Struktur und Funktion der Blut-Hirn-Schranke

Bereits Ehrlich (1902) und Goldmann (1913) beschrieben eine Schranke, die Blut-
und Gehirnkompartiment voneinander separiert. In die Blutbahn injizierte Farbstoffe, z.
B. Trypanblau, fihrten zu keiner Farbung des Gehirns, im Gegensatz zu anderen
Geweben (Betz et al., 1994). Diese BHS gewahrleistet die normale nervale Funktion,
indem sie homoostatische Verhaltnisse in bezug auf Elektrolyte (z.B. Ca*- und K*-
Konzentration geringer extravasal als intravasal), Aminosduren, Hormone und
Neurotransmitter herstellt. GKEZ, welche die BHS bilden, unterscheiden sich in vivo
von Endothelzellen anderer Organe. Zum Einen vermeiden kontinuierliche zonulae
occludentes (tight junctions) die parazellulare Bewegung polarer Molekile. Zum
Zweiten wird nichtregulierter transzellularer Transport verhindert, indem keine
Fenestrationen oder transendothelialen Kanale ausgebildet werden und die Anzahl
plasmalemmaler bzw. intrazellularer Vesikel gering ist. Auf Grund dieser
morphologischen Merkmale vermégen GKEZ Blut- und Gehirnkompartiment vonein-
ander abzugrenzen. In vivo werden GKEZ von einer Kollagen enthaltenden
extrazellularen Matrix umgeben, in welche Perizyten eingebettet sind. Daran schliel3en
sich die Endfuile von AZ-Auslaufern an, welche 90% der Oberflache der vaskularen
Zylinder bedecken (Abb. 1.1; Anhang) und nur 0,4 nm von der Membran der GKEZ
entfernt sind (Pardridge, 1991). Diese morphologische Nahe von GKEZ und AZ fiuhrte



zur Annahme funktioneller Einflisse von AZ auf GKEZ, welche unter anderem in

Kokultur-Systemen aus GKEZ und AZ in vitro untersucht werden kénnen.

1.1.1 EinfluB von Astrozyten auf die Funktion der Blut-Hirn-Schranke
Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tber die beschriebenen funktionellen Einflisse
von AZ auf GKEZ. Dabei wurde bei verschiedenen Effekten auch die Spezifitat der
Interaktion von GKEZ und AZ untersucht. Fibroblasten und Muskelzellen waren dabei
ohne Einflu auf GKEZ; teilweise waren nur GKEZ und keine anderen Endothelzellen
von AZ beeinfluBbar (Cancilla et al.,1993).

Tab. 1.1 Einflu von AZ auf typische Eigenschaften von GKEZ.

Induktion von Effektor Referenz
verminderter Permeabilitat kokultivierte C6-Glioma-Zellen/AZ Raub, 1996; Mertsch et al., 1997
erhéhtem transendothelialen elektrischen kokultivierte AZ/C6-Glioma-Zellen Cancilla et al., 1993; Giese et al., 1995
Widerstand
tight junctions AZ-konditioniertes Medium, Cancilla et al., 1993

kokultivierte AZ
¢Glutamyl-Transpeptidase AZ/C6-Glioma-Zellen-konditioniertes

Medium,

kokultivierte AZ

Transportsystem flr neutrale Aminosauren | kokultivierte AZ
(A-, Alanin-System; abluminale Membran)

Transportsystem fiur Glukose (carrier- AZ/C6-Glioma-Zellen-konditioniertes
vermittelt oder erleichterte Diffusion) Medium
gehirnspezifischem Glukosetransporter kokultivierte AZ Hayashi et al., 1997
GLUT-1
Transferrin-Rezeptor kokultivierte AZ (mit morphologischem
Kontakt)
P-Glykoprotein (luminale Membran) kokultivierte AZ (mit morphologischem
Kontakt)
Na-K-Cl-Kotransporter Interleukin-6 aus kokultivierten C6-Glioma- | Sun et al., 1997
Zellen, C6-Glioma-Zellen-konditioniertem
Medium
Na'-K'-ATPase (abluminale Membran) kokultivierte C6-Glioma-Zellen Cancilla et al., 1993
alkalischer Phosphatase AZ-konditioniertes Medium, Cancilla et al., 1993
kokultivierte AZ, Takemoto et al., 1994

Interleukin-6 aus Glioma-Zellen-
konditioniertem Medium

Mitochondrien kokultivierte AZ (mit morphologischem Hayashi et al., 1997
Kontakt)

Vaskularisierung kokultivierte AZ Cancilla et al., 1993
VEGF aus AZ (in vivo) Laterra et al.,1993

Stone et al., 1995

(VEGF = vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor; vascular endothelial growth factor)



Andererseits ist die Wechselwirkung nicht einseitig, GKEZ vermdgen ebenso in
AZ spezifische Reaktionen hervorzurufen: So senden GKEZ ein chemotaktisches
Signal aus, das zu einer Migration von AZ in die Richtung aus GKEZ gebildeter
gefalRartiger Strukturen fuhrt (Cancilla et al., 1993). Im Gegensatz zur Annahme einer
unidirektionalen Einwirkung von AZ auf GKEZ muf} von einer zirkularen Interaktion

zwischen GKEZ und AZ ausgegangen werden.

1.2 Zerebrale Ischamie - Generierung und Abbau freier Radikale
Im folgenden sollen pathologische Prozesse im ZNS (im besonderen zerebrale
Ischdmie/Reperfusion) dargestellt werden, welche mit Stérungen der Homoostase
zwischen Bildung und Abbau von ROS als einem wesentlichen Aspekt der
multifaktoriellen Genese verbunden sind. Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick tiber diese
Erkrankungen (Jesberger und Richardson, 1991; Cadet et al., 1996; Léschmann und
Schulz, 1997; Knight, 1997; Mattson, 1997).

Tab. 1.2 Erkrankungen des ZNS mit gestortem Radikal-Metabolismus.

Krankheit Mechanismus
Amyotrophe Lateralsklerose familiarer Typ: Mutationen im CuZnSOD-Gen fiihren zu reduzierter Aktivitat
Demenz vom Alzheimer-Typ unklar; erhohter oxidativer Stre3: vermindertes antioxidatives Potential, 3-Amyloid fuhrt

zur Bildung von ROS, bei familiarer Demenz vom Alzheimer-Typ Gendefekt auf
Chromosom 21 (CuzZnSOD beteiligt?), mis-sense-Mutation in mitochondrialer DNA mit
reduzierter Cytochrom-c-Oxidase Aktivitat (verstérkte Generierung ROS?)

Down-Syndrom durch Trisomie 21 Uberexpression CuzZnSOD

Mitochondriale Enzephalopathie unklar; Mutationen in mitochondrialer DNA durch ROS?

Multiple Sklerose unklar (LPO des Myelins?); LPO erhoht, Fe-Chelatoren vermindern Progression der
Krankheit

Morbus Parkinson unklar; erhéhte LPO, erniedrigte Aktivitat von GPx, Cat, SOD, verminderter GSH-Gehalt
in substantia nigra, Monoaminooxidase bildet H,O,

Morbus Huntington unklar; Reduktion der Atmungskettenfunktion, oxidative DNA-Schadigung,
therapeutische Erfolge mit Antioxidantien

Ischamie/Reperfusion (sowie vaskulare siehe im Text

Demenz)

Schédel-Hirn-Trauma-induzierte Epilepsie | unklar; LPO von Membranen?

Schizophrenie unklar; im Katecholamin-Metabolismus erzeugte ROS stéren Neurotransmission an
dopaminergen Synapsen?

Spatdyskinesie (tardive dyskinesia) durch Neuroleptika induzierte LPO fiihrt zu Schadigung von Neuronen

Methamphetamin-Mi3brauch ‘O2-vermittelte Neurotoxizitat (transgene Méause, die CuZnSOD Uberexprimieren, zeigen
geringere Empfindlichkeit)

(LPO = Lipidperoxidation; weitere Abklrzungen siehe 1.2.2.)



Einige dieser Erkrankungen sind mit einer radikalbedingten Stérung der BHS
verbunden. So konnten Blanc et al. (1997) im Falle des Morbus Alzheimer zeigen, dal3
Amyloid 3-Peptid zu einem Anstieg der Permeabilitdt von Albumin durch Endothelzell-
Monolayer, apoptotischem Zelltod und einem beeintrachtigten Glukose-Transport fuhrt.
AulRerdem verursacht 3-Amyloid eine endotheliale Dysfunktion in zerebralen Arterien
(verstarkte Vasokonstriktion auf Serotonin sowie verminderte Vasodilatation auf
Azetylcholin und Bradykinin; Price et al.,, 1997). In beiden Studien konnten die
beobachteten Effekte mittels Antioxidantien vermindert werden, was auf ROS als

Mediatoren der Schadigung hinweist.

Die zerebrale Ischamie, eine prototypische Erkrankung des ZNS, hat von den
erwahnten Erkrankungen neben der Demenz vom Alzheimer-Typ die grof3te
epidemiologische Bedeutung. Der Schlaganfall (von dem 85% auf Ischamien, der Rest
auf Hamorrhagien zuriickzufiihren ist) steht nach Herzkrankheiten und malignen
Tumoren an dritter Stelle der Todesursachen in den zivilisierten Landern. 10% der tber
50 Jahre alten Deutschen sterben an einem Gefa3insult (Poeck, 1990). Jedes Jahr
werden in den USA 400.000 Patienten nach einem Schlaganfall aus dem Krankenhaus
entlassen (Kistler et al., 1991). Die besondere Vulnerabilitat des zerebralen Gewebes
gegentuber Ischamie ist durch fehlende Sauerstoff- und Glukosevorrate sowie einen
respiratorischen Quotienten von nahezu 1 bedingt. Der Energiebedarf des Gehirns wird
fast ausschlief3lich durch oxidative Phosphorylierung gedeckt. Demzufolge kommt es
bei Ischdmie zu einem raschen Funktionsausfall von Neuronen. Nach 30 bis 40 s si-
stiert die Aktivitat im Elektroenzephalogramm bei globaler Ischdmie. Nach 4 bis 5 min
treten die ersten Nekrosen an Ganglienzellen auf (Poeck, 1990; Dirnagl und Meisel,
1998).

1.2.1 Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies
Die durch Ischdmie hervorgerufenen metabolischen Veréanderungen laufen in den
Zelltypen des ZNS &hnlich ab. Hier soll im wesentlichen auf die Zellen der BHS, GKEZ
und AZ, eingegangen werden. Der Energiemangel fuhrt zu einer Abnahme des
Gehaltes an Adenosintriphosphat (ATP) sowie einem intrazelluldren Anstieg von Ca*,
welches wiederum Enzymsysteme aktiviert (Proteinkinase C, Proteasen,
Endonukleasen, NO-Synthase [NOS], Phospholipasen). Daraus resultieren Proteolyse,

Proteinphosphorylierung, DNA-Fragmentierung und Membranabbau. Glutamat wird



freigesetzt (Exzitotoxizitat) und verstakt die Schadenskaskade im Sinne eines circulus
vitiosus (Mertsch et al., 1995; Dirnagl und Meisel, 1998).
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Abb. 1.2 Bildung und Abbau von freien Radikalen, wie z. B. wahrend Ischamie/Reper-fusion (bzw.
Hypoxie/Reoxygenierung) in GKEZ.

In diesem ProzelR werden ROS gebildet (Abb. 1.2), wobei dies im wesentlichen in
der Reperfusionsphase stattfindet (oxidative burst). Eine Hauptquelle von ‘O, ist unter
diesen Bedingungen in makrovaskularen Endothelzellen die Xanthin-Oxidase (Zweier
et al., 1994), welche bereits unter physiologischen Bedingungen eine 20 bis 25fach
hohere Aktivitat in GKEZ als in Hirnhomogenat besitzt (Terada et al., 1991). Xanthin-
Oxidase wird in GKEZ wéahrend der Ischamie zusétzlich durch Proteolyse (Protease
Calpain) bzw. Oxidierung einer Sulfhydrylgruppe aus Xanthin-Dehydrogenase gebildet.
Ebenso wird mit dem Arachidonsaure-Metabolismus die Cyclooxygenase 2 aktiviert
(Schmedtje et al., 1997). Neben diesen beiden Enzymen generieren auch die in den
Mitochondrien lokalisierte NADH-Dehydrogenase und der Ubiquinon-Komplex des
Cytochrom b sowie das mikrosomale Cytochrom-P-450-System ‘O, (Matsuyama,
1996). Monoaminooxidase, ein Segment der ‘enzymatischen BHS’, ist zur Bildung von

H,O, in der Lage.

H.O, kann mit ‘O, (Haber-Weiss-Reaktion) bzw. in Anwesenheit von Metallen
(Fenton-Reaktion) weiter zu ‘OH reagieren. NO und 'O, reagieren zu ONOO'. Die

Haber-Weiss- und Fenton-Reaktion werden durch einen geringen Transferrin- und



Coeruloplasmin-Gehalt in der extrazellularen Flissigkeit des Hirngewebes beglnstigt
(Betz, 1993). GKEZ besitzen im Unterschied zu Endothelzellen anderer Gewebe eine
grof3e Anzahl von Transferrin-Rezeptoren als Teil eines Transzytose-Systems, das die
Aufnahme von Eisen in das Gehirn bewirkt. ‘O, vermittelt die Reduktion und die
Freisetzung von Eisen in den GKEZ, welches die Bildung von ‘OH katalysieren kann
(Betz, 1993). 'OH und ONOO konnen als die hauptsachlich schadigenden freien
Radikale betrachtet werden, da sie sehr reaktiv sind und verschiedene biologisch
wichtige Molekule zu oxidieren vermdgen. ‘OH kann zur Bildung von Lipidradikalen (L")
fuhren und mithin eine gesteigerte Lipidperoxidation initiieren (Bromont et al., 1989;
Betz, 1993). Die Radikalbildung wird in der Ischdmie durch die Gewebeazidose

unterstttzt (Dirnagl und Meisel, 1998).

Fur Endothelzellen wurde die Produktion von ROS wie ‘O;, H,O, und 'OH
wahrend Hypoxie/Reoxygenierung nachgewiesen (Michiels et al., 1992; Kondo et al.,
1996b; Kumar et al., 1996; Terada, 1996; Mertsch et al., 1997). AZ generieren ROS
ebenfalls nach Hypoxie (Hori et al., 1994) jedoch spater als GKEZ (Kondo et al.,
1996b). Eine zuséatzliche Quelle freier Radikale stellen Neutrophile dar, welche nach
Aktivierung durch Ischamie ‘O, mittels Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-
(NADPH-) Oxidase bilden (respiratory burst). Neutrophile durchdringen im Rahmen
inflammatorischer Prozesse bei Ischdmie die BHS und koénnen diese zusatzlich
schadigen (Betz, 1993).

1.2.2 Abbau von reaktiven Sauerstoff-Spezies
Da bereits unter physiologischen Zustdnden ca. 5% des metabolisierten O, zu ‘O,
konvertiert werden, missen biologische Systeme mit wirksamen antioxidativen
Systemen ausgestattet sein, die den Abbau von ROS ermdglichen (Betz, 1993; Abb.
1.2). Dieses antioxidative System besteht aus den folgenden Enzymen/antioxidativen

Substanzen:

1. Superoxiddismutasen (SOD; EC 1.15.1.1) disproportionieren ‘O, und kommen in Eu-
karyonten in drei verschiedenen Isoformen vor (SOD1, zytosolische CuZnSOD;
SOD2, mitochondriale MNSOD [Matrix]; SOD3, extrazellulare ezSOD). Wahrend die
CuzZnSOD und MnSOD sowohl in GKEZ als auch in AZ exprimiert werden, wurde die
Sekretion von ezSOD nur fur AZ, jedoch nicht Endothelzellen gezeigt (Marklund,
1990). Die CuzZnSOD hat mit einer Halbwertszeit von 6-10 Minuten eine deutlich



kirzere Lebensdauer als die MNSOD mit 5-6 Stunden (Gorecki et al., 1991). MnSOD
ist teilweise auch zytosolisch nachweisbar, was durch eine fehlende
Mitochondrieneintrittssequenz bei Uberexpression bedingt sein konnte (Nishida et
al., 1993; Kiihl, 1996).

2. Catalase (Cat; EC 1.11.1.6) metabolisiert H,O, und ist in den Peroxisomen
lokalisiert. Cat ist an der BHS in den die Gefal3e bedeckenden Endfuf3en der AZ
konzentriert, in GKEZ dagegen immunohistochemisch nicht nachweisbar (Moreno et
al., 1995).

3. Glutathion-Peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) baut H,O, sowie Peroxide ab und benétigt
dabei reduziertes Glutathion als Ko-Substrat. Vier Isoformen der GPx sind bekannt
(Ursini et al., 1995). Die zytosolisch (c) sowie mitochondrial in der Matrix lokalisierte
cGPx metabolisiert Hydroperoxide auf3er Hydroperoxiden komplexer Lipide (Flohé,
1989; Panfili et al., 1991). Die Phospholipid-Hydroperoxid-GPx (PHGPx) baut neben
Hydroperoxiden geringen Molekulargewichts ebenfalls Hydroperoxide komplexer
Lipide und von Cholesterol ab (Thomas et al., 1990). Weiterhin wurden eine
extrazellulare oder Plasma-GPx (Yamamoto und Takahashi, 1993) sowie die
gastrointestinale GPx (Chu et al.,, 1993) beschrieben. Von diesen Isoformen
scheinen nur die cGPx und die PHGPx in den Zellen der BHS vorzukommen.
Wahrend Damier et al. (1993) eine Beschrankung der GPx-Immunoreaktivitat im
Gehirn auf AZ berichteten, konnten Jornot und Junod (1995) cGPx in Endothelzellen

in vitro nachweisen.

4. Weiterhin zdhlen zum antioxidativen System unspezifische antioxidative Substanzen

wie Ascorbinsdure, a-Tocopherol, Glukose und Glutathion.

Shukla et al. (1995) konnten zeigen, dald isolierte zerebrale mikrovaskulare
GefalRe der Ratte im Vergleich mit Hirnhomogenat eine héhere Aktivitat antioxidativer
Enzyme aufweisen (Cat war 3,5fach, GPx und Glutathion-Reduktase 2fach hoher; SOD
war vergleichbar). Dieser Befund verdeutlicht die Bedeutung der antioxidativen
Systeme fur die BHS. Obwohl GKEZ und AZ in ihrem antioxidativen Potential bisher
nicht verglichen wurden, ist ein relativ hohes antioxidatives Potential von AZ im
Vergleich zu Neuronen/Oligodendroglia bekannt (Copin et al.,, 1992; Dringen und
Hamprecht, 1997; Juurlink, 1997). Demgemal konnten Desagher et al. (1996) sowie

Lucius und Sievers (1996) beobachten, dall AZ Neurone vor oxidativem Stref3



schutzen kdnnen.

Wahrend Ischamie/Reperfusion bzw. Hypoxie/Reoxygenierung kommt es in der
Regel zu einer Abnahme des antioxidativen Potentials (Plateel et al., 1995; Rabin et
al., 1996). Eine mdgliche Ursache sind vermehrt gebildete ROS. So kann ‘O, die
Enzyme Cat und GPx inaktivieren (Kono und Fridovich, 1982; Kuhl, 1996). H,O, und
‘0O, kbnnen CuzZnSOD inaktivieren, jedoch nicht MNSOD (Sinet und Garber, 1981).

Eine Sonderstellung nimmt die MnSOD ein. Diese ist auf vielfaltige Weise
induzierbar (ionisierende Strahlung, O, H,O,, Zytokine, z. B. Tumor-Nekrose-Faktor
[TNF], Interleukin [IL]-1, Interferon-g, Wong, 1995; Kihl, 1996; Pinteaux et al., 1996).
Im Falle der amyotrophen Lateralsklerose (Blaauwgeers et al., 1996) bzw. des Menkes-
Syndrom (Menkes’ kinky hair disease; Shibata et al., 1995) kann eine wahrscheinlich
kompensatorische Induktion dieses Enzyms beobachtet werden. Diese leichte
Induzierbarkeit der MnSOD ist prophylaktisch bzw. therapeutisch nutzbar
(Prakonditionierung; Ohtsuki et al., 1992; Matsuyama, 1996). Eine Uberexpression von
MnSOD in transgenen Mausen bewirkt eine Reduktion der InfarktgroRe und
Lipidperoxidation nach Verschluf3 der mittleren zerebralen Arterie. MNSOD Uuberexpri-
mierende Phaochromozytom-Zellen zeigten nach Inkubation mit ROS generierenden
Substanzen geringere Apoptose (Keller et al., 1998). Uberexpression von CuZnSOD
fuhrt ebenfalls zur Reduktion der InfarktgroRe sowie Aufrechterhaltung des normalen
Gehaltes von antioxidativen Substanzen wie Ascorbinséure und reduziertem Glutathion
nach fokaler Ischamie (Kinouchi et al., 1991; Hurn et al., 1996). Wird dagegen das
MnSOD-Gen in Mausen ausgeschaltet (Knock-out), kommt es unter anderem zu einer
Degeneration von Neuronen in den Basalganglien und im Hirnstamm mit
fortschreitenden motorischen Stérungen. Diese Mause sterben bereits nach 3 Wochen

(Lebovitz et al., 1996). Dies sind weitere Hinweise fur die Bedeutung der MnSOD.

1.2.3 Signaltransduktion und freie Radikale - der nukledre Faktor-kB
Bisher wurde nur die destruktive Wirkung von ROS dargestellt. ROS sind
andererseits an der Signaltransduktion bei vielfaltigen Prozessen beteiligt: Wirkung
und Sekretion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen; Apoptose und
Transkription. ROS kdnnen ebenso den lonen-Transport durch Kanale beeinflussen
(Lander, 1997). Hier soll nur ein Beispiel fur die regulatorische Funktion von ROS auf

transkriptionaler Ebene dargestellt werden, die Regulation der Bindungsaktivitat des



nuklearen Faktors-kB (NF-kB).

Das Aktivator-Protein-1 (AP-1) und NF-kB sind Transkriptionsfaktoren, die in
Abhangigkeit vom Redoxpotential der Zellen reguliert werden. Dabei hat NF-kB in
GKEZ und AZ die groRere Bedeutung. NF-kB spielt eine zentrale Rolle bei der
Aktivierung von GKEZ, wie sie z. B. im Rahmen eines Reperfusionsschadens
stattfindet (Ferran et al., 1995). Die Aktivierung von AZ (wie bei Gliosis) scheint, im
Gegensatz zu der von Neuronen oder Mikroglia, ebenfalls Gber eine Erhéhung der

Bindungsaktivitat dieses Transkriptionsfaktors vermittelt zu sein (Pennypacker, 1997).

NF-kB ist ein als Heterodimer (meist p50/p65, RelA) vorliegender
Transkriptionsfaktor, der im Zytoplasma an das spezifische inhibitorische Protein IkB
gebunden vorliegt. Wird IkB durch Kinasen phosphoryliert, gelangt NF-kB in den
Nukleus und bindet an cis-Elemente derjenigen Gene, die eine Bindungsregion fir NF-
kB enthalten. Da keine Neusynthese erforderlich ist, erfolgt die Aktivierung von NF-kB
auf einen Stimulus sehr schnell (wenige min). Wahrend Ischdmie/Reperfusion kénnen
verschiedene Faktoren zu einer Aktivierung von NF-kB fuhren: Inflammatorische
Zytokine wie TNF, IL-1; ROS, im besonderen H,O,; Reoxygenierung (Muller et al.,
1997); Neurotransmitter wie Glutamat (O’Neill und Kaltschmidt, 1997) sowie in
Endothelzellen Scherstrel3 (Lan et al., 1994). Schmedtje et al. (1997) berichteten einen
Anstieg der Bindungsaktivitdt von NF-kB in Endothelzellen wahrend Hypoxie. Alle
diese Stimuli koénnen fur GKEZ bzw. AZ relevant sein. NF-kB beeinflult die

Transkription vieler Gene (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3 Wirkung von NF-kB auf die Transkription verschiedener Gene. Vaskuladres Zell-
Adhéasions-Molekil-1 (VCAM-1), Epitheliales Leukozyten-Adhé&sions-Molekil (ELAM), Interzelluléres
Adhésions-Molekil-1 (ICAM-1), Cyclooxygenase-2 (COX-2), induzierbare NOS (iNOS) (Morishita et al.,
1997; O’Neill und Kaltschmidt, 1997).

Die Wirkung von NF-kB im Rahmen eines ischdmischen Insultes wird kontrovers
diskutiert. Einerseits soll NF-kB neuroprotektiv wirken, konnten doch Bruce et al.
(1996) in einer TNF-Rezeptor (p55/p75)-knock-out Maus eine Verstarkung der Folgen
einer zerebralen Ischamie zeigen. Andererseits deuten Experimente, welche die
Folgen einer Hemmung von NF-kB bei einer myokardialen Ischamie untersuchten, eine
eher destruktive Wirkung dieses Transkriptionsfaktors an. Morishita et al. (1997)
konnten mit NF-kB-decoy (-’Kéder’), die NF-kB binden und inaktivieren, eine Reduktion
des Infarktgebietes erreichen. Dieses Ergebnis konnte auch fir den
Reperfusionsschaden im ZNS relevant sein, da NF-kB die Adh&sion von Leukozyten
und Makrophagen an GKEZ vermittelt. Auf eine neurodestruktive Wirkung von NF-kB
deuten weiterhin Befunde, die durch eine Inaktivierung von NF-kB mit Azetylsalizyl-
saure eine Neuroprotektion in einem Glutamat-Exzitotoxizitatsmodell erreichten
(O’Neill und Kaltschmidt, 1997). Da die wesentliche Eigenschaft der BHS ihre Dichtheit
ist, soll im n&chsten Kapitel die Funktion der BHS wéhrend Ischamie/Reperfusion

betrachtet werden.

1.3 Funktion der Blut-Hirn-Schranke wahrend Ischamie/Reperfusion
In Abbildung 1.2 sind die mit ROS in Zusammenhang gebrachten Schadigungen
der BHS summarisch zusammengefaldt. Neben diesen kurzfristigen Schéadigungen
kommt es ebenfalls zu verzégerten Schaden durch Apoptose (Bonfoco et al., 1995;
Plateel et al., 1995; Du et al., 1996).
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Ein wesentliches Kriterium der BHS-Funktion ist die Dichtheit der BHS. Diese
kann in vitro mittels transendothelialem elektrischen Widerstand sowie in vitro und in
vivo mittels Permeabilitdt (z. B. fir Evan’s Blau, markiertes Albumin, Fluoreszein,
Harnstoff, Na") gemessen werden (Zuckerman et al., 1994; Giese et al., 1995; Inoue et
al., 1996b). In vivo soll eine Offnung der BHS und die Stérung der mikrovaskularen
Funktion eher im Falle der lokalen als der globalen Ischdmie (mit Ausnahme des

Gerbil) eine Rolle spielen (Siesjo et al., 1995).

Wahrend Ischamie/Reperfusion in vivo wurde eine zweiphasige Offnung der BHS
berichtet (Baethmann et al., 1991), die zur Ausbildung eines vasogenen Odems fiihrt.
Das in der frihen Ischdmie (nach Sekunden bis Minuten) auftretende, zytotoxische
Odem steht dagegen nicht mit einer Schadigung der BHS in Zusammenhang. Dieses
frihe Odem ist intrazellular lokalisiert, reversibel und durch Elektrolyt-Verschiebungen
(ATP-Mangel) bedingt. Bei kurzer Ischamie kommt es erst in der frihen
Reperfusionsphase, mit der postischamischen Hyperperfusion, zur ersten Offnung der
BHS. Die zweite Erh6hung der Schrankenpermeabilitat folgt nach vielen Stunden. Mit
der Offnung der BHS wird die Entstehung des vasogenen, extrazellularen Odems
eingeleitet. Bei langer anhaltender Ischamie tritt die Schadigung der BHS bereits in der
Ischamie auf. Prinzipiell hat das Odem nach arteriellem Verschlu? seinen Hohepunkt
nach 2 bis 3 Tagen erreicht und bildet sich dann wieder zuriick (Baethmann et al.,
1991). Ursache des vasogenen Odems ist die Extravasation von Proteinen (z.B.
Albumin), Plasma-Filtrat und anderen Molekilen in das extrazellular-extravasale
Kompartiment (Farooqui et al., 1994). Durch Steigerung des intrakraniellen Druckes
kann es zur vaskularen Kompression und Herniation von Hirngewebe kommen, was die
haufigste Ursache der Frihmortalitdt bei zerebraler Ischdmie darstellt (Baethmann et
al., 1991).

Martz et al. (1989) untersuchten den Einflu3 von ROS auf die Permeabilitat der
BHS nach fokaler Ischdmie/Reperfusion bei der Ratte. Die Applikation von Allopurinol,
einem Hemmer der Xanthin-Oxidase, fuhrte zu einer Verkleinerung des Hirnddems und
des ischamischen Gebietes sowie einem Schutz der BHS nach 3 h Ischamie. In
Modellen globaler zerebraler Isch&mie wurden &hnliche Resultate gefunden.
Zuckerman et al. (1994) berichteten, dal3 nach 20 min globaler zerebraler Isch&mie und
2 h Reperfusion bei Schweinen die Permeabilitdt der BHS im Vergleich zur Kontrolle

deutlich erhdht war. Eine Vorbehandlung mit SOD, Cat oder Indomethazin konnte die
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Erh6hung der Permeabilitdt vermindern, was auf ROS als Mediatoren hinweist. Takeda
et al. (1993) und Inoue et al. (1996b) konnten bei Hunden eine Offnung der BHS
bereits nach 18 min globaler Ischdmie und 30 min Reperfusion beobachten. Durch
Applikation von modifizierter SOD mit hoher Affinitdt zu Albumin (t,, 6-8 h im Gegen-
satz zu 5 min bei nativer SOD) konnten der Anstieg der BHS-Permeabilitat, das
konsekutive Hirnddem, die Hypoperfusion in der spaten Reperfusion und

neurologische Defizite vermieden werden.

Entsprechende  Resultate wurden auch in vitro erhalten. Nach
Hypoxie/Reoxygenierung nahm die Permeabilitdit von Monolayern aus pulmonalen
Endothelzellen fur Albumin zu, was durch CuZnSOD und Cat verhindert werden konnte
(Lum et al., 1992). Ahnliches wurde auch fir ein in vitro-Kokultur-Modell der BHS aus
GKEZ und AZ gezeigt. Das Lazaroid U83836E konnte die Dichtheit wahrend
Hypoxie/Reoxygenierung aufrechterhalten (Giese et al., 1995; Mertsch et al., 1997),
was die durch ROS induzierte Membran-Lipidperoxidation als Ursache fir die

Schadigung der BHS wahrscheinlich macht.

Einerseits wird aus diesen Ergebnissen deutlich, da3 ROS die BHS wahrend
Ischamie/Reperfusion bzw. Hypoxie/Reoxygenierung zu 6ffnen vermégen. Andererseits
stellen sich Madglichkeiten zur pharmakologischen Intervention wahrend oder nach
einer zerebralen Ischamie dar. Momentan werden grol3e Anstrengungen zur
Erforschung therapeutischer Moéglichkeiten bei dieser Erkrankung unternommen. Dabei
sind die bisherigen Bemihungen im wesentlichen auf den Schutz der Neurone

gerichtet. Die Zellen der BHS werden weitgehend vernachlassigt.

Die Benennung des Schlaganfalls als ‘brain attack’ im angloamerikanischen
Raum macht einen Paradigmenwechsel (Kuhn, 1988) deutlich. Patienten mit zerebraler
Ischamie werden ahnlich Patienten mit Myokard-Infarkt (heart attack) als therapierbarer
Notfall betrachtet, wahrend bis vor einigen Jahren die Auffassung einer sehr
beschrankten Therapierbarkeit vorherrschte. Durch Information der Bevdlkerung
erreichen Patienten zeitiger spezialisierte Einrichtungen (stroke units). Die

Moglichkeiten rationaler pharmakologischer Behandlung sind jedoch noch beschrankt.

Bisher existiert fur Patienten mit zerebraler Ischamie keine allgemein akzeptierte
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Standardtherapie. Tabelle 1.3 gibt einen Uberblick uber die bisher klinisch unter-

suchten Substanzen.

Tab. 1.3 Klinisch untersuchte Pharmaka zur Behandlung der zerebralen Ischamie.
Substanz Bemerkungen Referenz
Antikoagulation/Thrombolyse NINDS-Studie (1995),
-Heparinoide Antikoagulantien erfolgreich Koroshetz und Moskowitz (1996),

-tPA
-Streptokinase
-Prourokinase

-Urokinase

erfolgreich innerhalb 3 h
Nebenwirkungen (Hamorrhagien)
Nebenwirkungen (Hamorrhagien)

Nebenwirkungen (Hamorrhagien)

Glutamat-Rezeptor-Antagonisten
-NMDA-Antagonisten

-AMPA-Antagonisten

hohe Nebenwirkungsrate (Psycho-
se, neuronale Vakuolisierung)

noch kein Ergebnis

Radikalfanger wie

-Tirllazad (U74006F,
21-Aminosteroid=Lazaroid)

-Pergorgotein (Polyethylenglykol-
SOD)

noch kein Ergebnis

erfolgreich bei Schadel-Hirn-
Trauma

Blocker der Adhésion von

Leukozyten an GKEZ

-Enlimomab (Anti ICAM-1
Antikorper)

-Anti CD-11 Antikorper

noch kein Ergebnis

Blocker spannungsgesteuerter
Kanale
-Na*-Kanal-Blocker

-Ca""-Kanal-Blocker

noch kein Ergebnis bzw. ohne posi-
tiven Effekt (Nimodipin)

Neurotrophine

-bFGF-Agonist

noch kein Ergebnis

GABA-Rezeptor-Agonisten

-Chloromethiazol

noch kein Ergebnis

Membranstabilisatoren

-Phospholipid-Prakursor Citicholin

noch kein Ergebnis

Gass (1997),
Ryan et al. (1997)

(AMPA =

a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat;

bFGF =

basischer Fibroblasten-

Wachstumsfaktor, basic fibroblast growth factor; GABA = g-Aminobuttersaure, g-aminobutyrate; NMDA =
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N-Methyl-D-Aspartat; tPA = Gewebe-Plasminogen-Aktivator, tissue plasminogen activator)

Die therapeutischen Ansétze richten sich im besonderen auf den Schutz des
funktionell, aber nicht strukturell geschadigten Gewebes (Penumbra) in der Randzone
des Infarktes. Zwei therapeutische Strategien werden verfolgt: Einerseits die
Wiederherstellung einer physiologischen Durchblutungssituation und andererseits
zytoprotektive MafRRnahmen. Bisher wurde nur Gewebe-Plasminogen-Aktivator (tissue
plasminogen activator; tPA) in den USA zum Kklinischen Einsatz bei akutem

ischdmischen Schlaganfall innerhalb von 3 h zugelassen.

Prinzipiell ist die Therapie mit Antikoagulantien/Thrombolytika mit der Gefahr von
zerebralen Hamorrhagien als Nebenwirkung verbunden. In einer Studie des Nationalen
Institutes fur neurologische Erkrankungen und Schlaganfall (USA) wurde ein
signifikanter Anstieg von symptomatischen intrazerebralen Blutungen in den ersten 36
h berichtet (NINDS, 1995). Die klinischen Versuche mit anderen Thrombolytika muf3ten
auf Grund dieser Nebenwirkungen abgebrochen werden. Hier erscheint eine
Kombination mit Pharmaka moglich, die in der Reperfusion die BHS zu schitzen
vermégen und mithin intrazerebrale Blutungen verringern bzw. vermeiden konnten.
Bisher wurden Kombinationstherapien jedoch nur sehr selten klinisch getestet. Auf eine
mogliche Bedeutung von Glutamat-Antagonisten fur die BHS wahrend
Hypoxie/Reoxygenierung wurde durch Giese et al. (1995) hingewiesen, die einen
protektiven Effekt von MK-801 (nicht-kompetitiver NMDA- [N-Methyl-D-Aspartat-]
Rezeptor-Antagonist) in einem Kokultur-Modell (GKEZ und AZ) beobachteten. Die
klinisch gepriften Radikalfanger Tirilazad und SOD (Pergorgotein) wirken im
wesentlichen in den Gefal3en (Koroshetz und Moskowitz, 1996), zumal gezeigt wurde,
daR’ Aorta-Endothelzellen mit Polyethylenglykol modifizierte SOD und Cat aufnehmen
und dadurch das antioxidative Potential steigern kdnnen (Beckman et al., 1988). Die
Blocker von Adhasionsmolekiilen werden ebenso an den GKEZ wirksam, da
Ischdmie/Reperfusion zu einer verstarkten Expression von Adh&sionsmolekilen an der

Zellmembran von GKEZ fuhrt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf3 klinisch-therapeutische Ansatze
zum Teil auf die Erhaltung der Integritdt der BHS gerichtet sind. Die an in vitro-
Modellen der BHS erhaltenen Ergebnisse wahrend Hypoxie/Reoxygenierung
korrelieren mit den in vivo-Daten gut. Dies lal3t weitere Untersuchungen in Zellkultur-

Modellen der BHS sinnvoll erscheinen.
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, (1) das antioxidative Potential von
GKEZ und AZ zu vergleichen und (2) mdgliche Einflisse von AZ auf das antioxidative
Potential von GKEZ zu untersuchen. Dies erschien aus verschiedenen Grinden
sinnvoll. Das hohe antioxidative Potential von mikrovaskularen Gefassen des Gehirns
scheint fiur die Aufrechterhaltung der BHS-Funktion von eminenter Bedeutung zu sein.
AuBBerdem mul3 die BHS die Aufgaben einer antioxidativen Barriere zwischen Blut-
(Radikalgenerierung) und Gehirnkompartiment (geringe Menge an Antioxidantien)
erfullen. Trotzdem wurde das antioxidative Potential von GKEZ und AZ bisher nicht
systematisch verglichen. Weiterhin ist bekannt, dalR AZ verschiedene Eigenschaften
der BHS in GKEZ unterstitzen bzw. induzieren. Aus diesen Grinden wurde von der
Annahme ausgegangen, da? AZ das antioxidative Potential der BHS zu erhdhen
vermdgen. Zur experimentellen Untersuchung dieser Fragestellung muf3te ein in vitro-
System gewahlt werden, da nur mit diesem methodischen Ansatz Effekte der Kokulti-

vierung von GKEZ und AZ beobachtet werden konnten.

Neben der Wechselwirkung zwischen GKEZ und AZ wurde das Verhalten des
antioxidativen Potentials wahrend Hypoxie/Reoxygenierung (als Modell einer
zerebralen Ischamie/Reperfusion) untersucht, bei dem ROS zu einer Offnung der BHS
fuhren. Auch hier war ein Vergleich von GKEZ in Monokultur mit GKEZ in Kokultur mit
AZ notwendig, weil AZ die Dichtheit von GKEZ-Monolayern wéhrend
Hypoxie/Reoxygenierung aufrechterhalten kdénnen (Kondo et al., 1996a) und dies
moglicherweise durch ein hodheres antioxidatives Potential bedingt ist. Das
antioxidative Potential der BHS wurde wéahrend einer kirzeren
Hypoxie/Reoxygenierung (<3 h) untersucht, da hieraus therapeutische Ansatze zur
Reduzierung von Hamorrhagien als Nebenwirkung der tPA-Therapie durch Starkung

der BHS resultieren konnten.

Um sowohl das antioxidative Potential der Zellen als auch die Radikalgenerierung
zu erfassen, wurden die antioxidativen Enzyme CuzZnSOD, MnSOD, Cat und GPx auf
verschiedenen Ebenen (Aktivitat, 2.3.1., Enzymprotein, 2.5.; mRNA, 2.4.1.), der Gehalt
an Glutathion (2.3.2.) sowie die Membran-Lipidperoxidation (2.3.3.) bestimmt.
Untersuchungen zur Signaltransduktion in Kokultur sowie bei Hypoxie/Reoxygenierung
schlossen Messungen der Bindungsaktivitdt von NF-kB (2.4.2.) sowie des Einflusses

von Zytokinen auf die Aktivitaten antioxidativer Enzyme ein. Als Parameter fur die



Funktion der BHS diente die Fluoreszein-Permeabilitat (2.6.).
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2 Material und Methoden
2.1 Praparation und Kultivierung der Zellen

RBE4-Zellen (rat brain capillary endothelial cells) entstammten einem
immortalisierten Zell-Klon, der mit einem das E1A-Adenovirus-Gen enthaltenden
Plasmid transfiziert worden war (zur Verfigung gestellt von Prof. Couraud, Paris,
Frankreich; Roux et al., 1994). Die Kultivierung in der 43. bis 55. Passage erfolgte in
HAM’s F10/a-Medium (1:1) mit 10% fetalem Kéalberserum, 2 mM L-Glutamin, 10 ng/ml
basischem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor, bFGF), 300
ng/ml Geneticin (Boehringer Mannheim) und 2,5 ng/ml Amphotericin B (Biochrom).

Konfluente RBE4-Zellen boten eine polygonale Morphologie (‘Pflasterstein-Muster’).

Primare GKEZ wurden aus Wistar-Ratten isoliert, die 3 Wochen alt waren und
durch Dekapitation getdtet wurden. Das Kulturmedium bestand aus Dulbecco’'s MEM
mit 1,2 mM L-Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin, 100 ng/ml Streptomycin, 2,5 ng/ml
Amphotericin B (Biochrom), 100 ng/ml Heparin, 110 ng/ml Na-Pyruvat (Sigma), 10
ng/ml endothelialem Wachstumsfaktor (endothelial cell growth factor, ECGF,;
Boehringer Mannheim) und 20% fetalem Ka&lberserum. Konfluente primédre GKEZ

besalRen lichtmikroskopisch eine spindelférmige Gestalt.

Primare AZ wurden aus den Cortices neonataler Wistar-Ratten isoliert. Die
Totung der Tiere erfolgte mittels zervikaler Dislokation am 3. Tag post natum. Die
Kultivierung erfolgte in Dulbecco's MEM mit 2 mM L-Glutamin, 10% fetalem
Kalberserum, 100 I.E./ml Penicillin, 100 nmg/ml Streptomycin, 2,5 ng/ml Amphotericin B.
Uber 95% der Zellen besaRen den fiir AZ typischen Marker gliales fibrillares saures
Protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP). Vereinzelt waren Oligodendrozyten und
Mikroglia-Zellen nachweisbar (Immunozytochemie siehe 2.5.). Die Mikroglia lag meist

in einem aktivierten Zustand vor (amoboid, gerundet, auf der AZ-Schicht aufliegend).

Monokulturen von RBE4 bzw. primaren GKEZ wurden fur biochemische Analysen
in mit Rattenschwanz-Kollagen Typ | (Sigma) beschichteten 6-Well-Platten (Falcon)
angelegt. Fur immunozytochemische Untersuchungen und Bestimmungen des mRNA-
Gehaltes wurden RBE4 auf mit Rattenschwanz-Kollagen Typ | beschichteten Filtern
monokultiviert. Die Kokultivierung von RBE4 mit AZ wurde in zwei unterschiedlichen
Modellen durchgefuhrt (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1 Kokultur-Modelle aus Gehirnkapillarendothelzellen (GKEZ) und
Astrozyten (AZ) ohne (Modell ) bzw. mit morphologischem Kontakt (Modell I1).

Im Kokultur-Modell 1 wurden RBE4 auf Filtereinsatzen Kkultiviert (0,45 nm
PorengroRRe, 1,6x10° Poren/cm?, Falcon, beschichtet mit Rattenschwanz-Kollagen Typ
). AZ wuchsen auf dem Boden der 6-Well-Platten, welche die Filter enthielten. Im
Kokultur-Modell I wurden die AZ auf der gegenuberliegenden Seite des Filters
kultiviert. Wahrend im Modell 1l morphologische Kontakte zwischen RBE4 und AZ
bestanden, war im Modell | nur eine humorale Interaktion zwischen beiden Zelltypen
moglich. In der Kokultivierung wurde dem Medium fir die RBE4 kein bFGF zugesetzt;
Geneticin wurde gegen 100 |LE./ml Penicilin sowie 100 ng/ml Streptomycin
ausgetauscht. Damit sollten artifizielle Einflisse auf die AZ ausgeschlossen werden.
bFGF erhdht in Endothelzellen das antioxidative Potential (Yang und de Bono, 1997).
Dies konnte auch fur AZ zutreffen. Geneticin wirkt konzentrationsabhangig auf Zellen

ohne Resistenzgen, wie z. B. AZ, toxisch.

Beide Typen von GKEZ besal3en allgemeine Endothelzell-Marker wie Faktor VIII,
Angiotensin-konvertierendes Enzym sowie GKEZ-Marker wie alkalische Phosphatase
und gGlutamyl-Transpeptidase. RBE4 exprimierten auf3erdem die GKEZ-Marker
Transferrin-Rezeptor und das zonula-occludens-Protein ZO-1, welche primare GKEZ
bekanntermallen besitzen. Faktor VIII, alkalische Phosphatase und gGlutamyl-
Transpeptidase wurden in der Kokultur starker als in der Monokultur exprimiert
(Immunozytochemie siehe 2.5.). Abbildung 2.2 zeigt die verstarkte Expression von
Faktor VIl in RBE4 in Kokultur mit AZ im Vergleich mit der Monokultur.
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Abb. 2.2 Faktor VIlI-immunoreaktivitdt in RBE4 in (A) Monokultur und (B) Kokultur
mit AZ (Kokultur ohne morphologischen Kontakt). Cy3; Vergrél3erung 400 x.

RBE4 besitzen folglich typische Eigenschaften von GKEZ und sind als Modell fur

Untersuchungen von GKEZ geeignet.

2.2 Hypoxie/Reoxygenierung

Vor der Hypoxie/Reoxygenierung wurden die konfluenten Monolayer von RBE4
bzw. AZ zweimal mit Phosphat-gepufferter Losung (phosphate buffered saline; PBS mit
Ca*, Mg*, Glukose-frei, pH 7,2; Biochrom) gewaschen. AnschlieRend wurde zu jedem
Well 1 ml PBS gegeben, wobei die PBS zuvor mit Nelson-Gas (95% N./5% CO,)
gesattigt worden war. Die Hypoxie von 2 h wurde durch weitere Begasung mit Nelson-
Gas im Wasserbad bei 37 °C hergestellt (erzielter pO,in der Inkubationslésung ca. 20
mmHg, 3% O,). In der nachfolgenden Reoxygenierung wurden die Zellkulturen mit
Carbogen (95% 0,/5% CO,) Uber 0,5 oder 1 h begast. Im Inkubator plazierte Zellen
dienten als Kontrolle. Die Begasung erfolgte in 6-Well-Platten, bei denen jedes Well
separat Uber den Deckel begast wurde. Abbildung 2.3 zeigt den mit einem Oxymeter
(Oxi 538/CellOx 325; WTW Weilheim) gemessenen pO, wahrend 2 h Hypoxie gefolgt
von 1 h Reoxygenierung in der begasten PBS. Zur Messung der Fluoreszein-

Permeabilitat wurde die Hypoxie auf 1 h verkurzt.
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Abb. 2.3 Sauerstoff-Partialdruck (pO,) wahrend 2 h Hypoxie gefolgt von 1 h
Reoxygenierung. Messung erfolgte in begaster PBS. Vor Beginn der Begasung in 6-
Well-Platten wurde die PBS fir 30 min mit Nelson-Gas durchstromt (-30 bis O min). An
der mit Pfeil markierten Stelle wurde der Begasungsdruck kurzzeitig verringert.

2.3 Biochemische Methoden
2.3.1 Aktivitat antioxidativer Enzyme
Vor Messung der Enzymaktivitdten wurden die Zellen in aqua dest aufgenommen
(200 M pro Well einer 6-Well-Platte) und mittels Frieren/Tauen (flussiger N,) sowie
nachfolgender Ultraschall-Behandlung (3 x 5 s, 0-2 °C) lysiert. Die Messungen
erfolgten photometrisch (Beckman-Spektrophotometer DU 640) indem Substratabbau
(Cat) bzw. die Metabolisierung anderer Substanzen (gekoppelte Tests fur CuZnSOD,
MnSOD und GPx) zeitabhéngig verfolgt wurden (Tab. 2.1). Die Enzymaktivitaten
wurden auf den Proteingehalt, der mit einer modifizierten Lowry-Methode (Sigma)

bestimmt wurde, bezogen.
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Tab. 2.1 Methoden zur Bestimmung der Enzymaktivitét von CuZnSOD, MnSOD, Cat und GPx.

Enzym Prinzip Einheit | | (nm), | T (°C) | Herstel-
Substan ler,
zZ
Referenz
CuZnSOD | Xanthin/Xanthin Oxidase generieren Umg™ 505, 37 Randox
'‘O,, das mit INT zu einem roten
(SOD1) | Formazan-Farbstoff reagiert. SOD INT (SD 125),

konkurriert mit INT um 'O,. SOD-
Aktivitdét=Grad der Hemmung der
Reaktion von 'O, mit INT. (1986)
Kalibrierung mit Standardkurve.

Suttle

MnSOD | Assay wie CuzZnSOD, Zugabe von 1
mM KCN zur spezifischen Hemmung
(SOD2) | von CuznSOD.

Cat Abbau von H,O, (Substrat der Cat)| kinmg™ 240, 30 Aebi
wurde verfolgt. 1 (1987)
min H,0,
GPx Die Reduktion von Cumen-Hydroper- ug* 340, 37 Randox
oxid durch GPx fuhrt zur Oxidation R
von NADPH via GSH (gekoppeltes NADP (RS_506)’
Assay mit Glutathion-Reduktase). Paglia und
Valentine
Messung der Gesamt-GPx-Aktivitat. (1967)

(INT = 2-[4-lodophenyl]-3-[4-Nitrophenol]-5-Phenyltetrazolium Chlorid; GSH = reduziertes Glutathion)
Zur Validierung der Methodik wurden fir Cat sowie GPx Messungen mit
gereinigtem Enzym (Sigma) durchgefuhrt. Die Standardkurven zeigten einen nahezu
linearen Verlauf (Abb. 2.4). Vor jeder Messung der SOD-Aktivitat in Proben wurde eine
Standardkurve durch Vermessung gereinigten Enzyms angefertigt (Abb. 2.5). Die
Aktivitatsbestimmung in den Proben erfolgte nach Mdglichkeit im Bereich des starksten

Anstieges der sigmoiden Standardkurve.

2.3.2 Glutathion-Gehalt

Der Glutathion-Gehalt wurde nach Griffith (1990) bestimmt. Die Zellen wurden in
5% Sulfosalicyl-Saure aufgenommen (200 m pro Well einer 6-Well-Platte).
AnschlieRend wurde zentrifugiert (1000 g, 10 min; T62). Reduziertes Glutathion (GSH)
reagierte mit Ellman’'s-Reagenz (5,5-Dithio-bis[2-Nitrobenzosdure], DTNB) zu
oxidiertem Glutathion (GSSG) und 2-Nitro-5-Thiobenzosaure (TNB). Die Bildung von
TNB wurde photometrisch verfolgt (412 nm, Raumtemperatur; Uvikon 931). Der Ansatz
enthielt folgende Substanzen (Endkonzentration): Phosphatpuffer 100 mM (pH 7,5);
Ethylendiaminteraessigsaure (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) 5 mM; NADPH
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Abb. 2.4 Abhangigkeit der im Assay gemessenen Aktivitat von Cat bzw. GPx von
der eingesetzten Konzentration gereinigten Enzyms (c). MW+SD; n=5 (Cat), n=4
(GPx).
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Abb. 2.5 Standardkurve zur Messung der Aktivitat von CuZn- und MnSOD. Die
prozentuale Hemmung der Reaktion von ‘O, mit INT durch SOD (als MaR fir deren
Aktivitat) wurde gegen den dekadischen Logarithmus der eingesetzten Konzentration

der Standard-SOD aufgetragen. MW von 6 Messungen je SOD-Konzentration.

thion-Reduktase 1 kU/I (fir Bestimmung von GSSG 4 kU/l). GSH und GSSG wurden
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separat bestimmt in Abwesenheit (Gesamt-Glutathion) oder nach Inkubation mit 8% 2-
Vinylpyridin fir 1 h (GSSG) unter Nutzung von Standards zur Kalibrierung. Der
jeweilige Gehalt an Glutathion wurde auf den Proteingehalt (Bradford, 1976) bezogen

und in nmol'mg™* angegeben.

2.3.3 Lipidperoxidation

Die Zellen wurden in aqua dest aufgenommen (400 m pro Well einer 6-Well-
Platte). Die Zellsuspension wurde anschlie3end fur 1 h in 1,5 ml Endvolumen (75 mM
H;PO,, 10 mM Thiobarbitur-Séaure) gekocht. Die Reaktion wurde durch Kihlung auf Eis
gestoppt. Unmittelbar vor der Hochperformanz-Flussigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, HPLC; Wong et al., 1987) wurde 1,5 ml 100 mM
NaOH in Methanol (90%) dazugegeben (Eluent: 50 mM K-Phosphat-Puffer, pH 6,8,
40% Methanol). Mit der HPLC wurde der Gehalt an Malondialdehyd bestimmt
(Shimadzu LC-10A Chromatograph mit RF-10A Fluoreszenz-Detektor; Saule
Supelcosil 150 x 4 mm LC-18-S). Dabei wurde an Thiobarbitur-Saure gebundenes
Malondialdehyd bei 525 nm detektiert und mittels Standard-Eichkurven
(Malondialdehydbis-[diethylacetal]; Merck) quantifiziert. Der Gehalt an Malondialdehyd

wurde in nmol'mg™ Protein (Lowry, Sigma) angegeben.

2.4 Molekularbiologische Methoden
2.4.1 Gehalt an mRNA der Mangan-Superoxiddismutase
Der Gehalt an MnSOD-mRNA wurde mittels reverse Transkriptase-Polymerase-

Ketten-Reaktion (RT-PCR) bestimmt. Die zellulare Gesamt-RNA wurde mit TRIzol-
Reagenz (Gibco-BRL; Chomczynski und Sacchi, 1987) entsprechend den Angaben
des Herstellers isoliert (Aufnahme der Zellen von 3 Wells einer 6-Well-Platte in 1 ml
TRIzol). Die Integritdt der isolierten RNA wurde mit Agarose Gel-Elektrophorese
kontrolliert. Nach der Bestimmung der Konzentration der totalen RNA bei 260 nm
wurden 2 ng der Gesamt-RNA fur die reverse Transkription (RT) zur Herstellung von
first-strand cDNA eingesetzt (200 U M-MLV Reverse Transkriptase [Gibco-BRL], 33 U
RNAsin [Promega], jeweils per ng RNA; 5 nM Random-Hexamere, 1 mM
Desoxynucleosidtriphosphate [dNTPs], 10 mM Dithiothreitol [DTT]).

Fur die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurden folgende Intron-
Uberspannende Primer verwendet: [3-Actin, 5-TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC-3
sowie 5-GGA TCT TCA TGA GGT AGT CTG TC-3' (Tib Molbiol); MnSOD, 5-GAC
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AAA CCT GAG CCC TAA GGG-3' sowie 5-TCA CTT CTT GCA AAC TAT G-3'. Die
Primer fur die MnSOD wurden nach der von Ho et al. (1991) angegebenen
Gensequenz fur MnSOD entwickelt (Abb. 2.6).

Intron3

301 ATCACAGCAT TTTCTGJQACA_AAC_CIGAG_C_C_CIAAG_G_GlT GG TGGAGAACCC AAAGGAGAGT

361 TGCTGGAGGC TATCAAGCGT GACTTTGGGT CTTTTGAGAA GTTTAAGGAG AAACTGACAG

421 CTGTGTCTGT GGGAGTCCAA GGTTCAGGCT GGGGCTGGCT TGGCTTCAAT AAGGAGCAAG

Intron4
481 GTCGCTTACA GATTGCCGCC TGCTCTAATC ACGACCCACT GCAAGGAACC ACAGGCCTTA
541 TTCCACTGCT GGGGATTGAT GTGTGGGAGC ACGCTTACTA TCTTCAGTAT AAAAACGTCA
601 GACCTGACTA TCTGAAAGCC ATTTGGAATG TAATCAACTG GGAGAATGTT AGCCAAAGAT

661 ACATAG TTTG CAAGAAGT GA AGCCCTTCCG CCAGGCTGTG TGTCAGGCCC GTGGTGGGTG

TATCAAAC GT TCTTCACT

Abb. 2.6 Primer fir MNSOD entsprechend der von Ho et al. (1991) angegebenen Gensequenz.
Die amplifizierte Sequenz reichte von Exon 3 bis Exon 5 (und Uberspannte
folglich Intron 3 und 4). Die Spezifitdt des erhaltenen Amplikons wurde durch
Sequenzierung des PCR-Produktes (364 bp Lange) uberpruft. Kontroll-Assays wurden
mit den fur [3-Actin der Ratte spezifischen Primern durchgefihrt (Raff et al., 1997). Das
erhaltene Fragment von 630 bp diente als externer, endogener Standard zur Kontrolle

der Effizienz der RT sowie zur Kontrolle des cDNA-Gehaltes.

Phage f X 174 RF DNA nach Behandlung mit Hae Il diente als Molekulargewicht-
Standard (New England Biolabs). 0,25 mi (3-Aktin) bzw. 2,5 m (MnSOD) der in der RT
erhaltenen cDNA wurden fir die PCR eingesetzt (in Endvolumen von 25 ml). Die
Amplifikation erfolgte in 27-28 Zyklen ([3-Aktin bei 95 °C fur 30 s, 60 °C fur 1 min, 72 °C
fur 30 s; MnSOD bei 95 °C fur 30 s, 52 °C fur 1 min, 72 °C fur 30 s; entsprechend
Schmelz-, Annealing- und Extensionstemperatur). Die Zyklenzahl wurde so gewahlt,
daR die Amplifikation im exponentiellen Bereich stattfand. Die fur die PCR
erforderlichen Substanzen wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt: MgCl, 2
mM (3-Aktin) bzw. 1,5 mM (MnSOD), dNTP’s 0,1 mM, Primer 0,2 nM (3-Actin) bzw. 0,8
nmM (MnSOD), Tag-Polymerase (Gibco-BRL) 28 U/ml.



25

2.4.2 Bindungsaktivitat des nuklearen Faktors-kB
Die Bestimmung der Bindungsaktivitdt von NF-kB erfolgte nach Schreiber et al.
(1989) sowie Suzuki und Packer (1993) mittels Gel-Elektromobilitatsshift-Assay (gel
electrophoretic mobility shift assay, EMSA).

Zur Extraktion der nuklearen Proteine wurden die Zellen (pro Probe zwei 75 cm?
Flaschen konfluenter Kulturen; ca. 10° Zellen) in eiskalter PBS (ohne Ca*, Mg*,
Glukose) aufgenommen und zentrifugiert (Hermle Z 360 K; 7500 g, 5200 rpm, 30 s).
Anschlieend wurde die Zellmembran lysiert (700 ul Puffer aus 0,3% Brij 97 [Sigma];
50 mM NaCl; 50 mM Tris pH 7,4), gefolgt von erneuter Zentrifugation (Hermle Z 360 K;
7500 g, 5200 rpm, 30 s). Die im Sediment enthaltenen Zellkerne wurden mit 50 pl 20
mM Hepes pH 7,9; 400 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM Ethylen-Glycol-bis|3-
Aminoethylether]N,N,N’,N’-Tetraessigsaure; 1 mM DTT, 1 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid lysiert. Nach Zentrifugation (Biofuge 13; 13800 g, 13000
rom, 5 min) wurde der Uberstand, der die extrahierten nuklearen Proteine enthielt, ent-

nommen und bei -80 °C gelagert.

Vor Durchfiihrung des EMSA wurde der Protein-Gehalt bestimmt (Bradford,
1976). NF-kB-bindende Oligonukleotide wurden mit [ ?P]-ATP (Amersham) durch eine
T4-Polynukleotidkinase (Pharmacia) radioaktiv markiert und mit Hilfe einer Séaule (G-50
Sephadex, Pharmacia) vom verbliebenen [g”P]-ATP gereinigt. 5 ug des Extraktes
nuklearer Proteine wurden tber 30 min mit [g”P]-markierten, 1 pl NF-kB-bindenden
Doppelstrang-Oligonukleotiden (65.000 counts/pl) und 3 pg poly(dl/dC) (Pharmacia)
inkubiert, um die Bindung von NF-kB an die markierten Oligonukleotide zu
ermoglichen. Die DNA-Protein-Komplexe wurden mit Mobilitatsshift elektrophoretisch
(Sigma PS 500-2; 100-200 V; ca. 15 mA) in einem 4% igen Polyacrylamid-Gel mit 12,5
mM Trisborat, 0,25 mM EDTA (pH 8,0) aufgetrennt. Anschlielend erfolgte
Autoradiographie und densitometrische Auswertung der Autoradiogramme (EASY-Win
32). Zur Kontrolle der Spezifitat wurden einzelne Proben mit AP-1- bzw. NF-kB-
bindenden Oligonukleotiden, die nicht radioaktiv markiert waren, vor der Gel-

Elektrophorese inkubiert.
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2.5 Immunozytochemische Methoden
2.5.1 Verwendete Antikdrper
Die in den Experimenten eingesetzten Antikorper sind in Tabelle 2.2 aufgefihrt.

Fur Doppelimmunofluoreszenz wurden jeweils ein Zelltyp-spezifischer Marker (z. B.
GFAP fur Astroglia) und ein zusatzliches Antigen (z. B. MnSOD) kombiniert.

Tab. 2.2 Antikorper, die bei den immunozytochemischen Untersuchungen verwendet wurden.

Antigen Zelltyp Hersteller

GFAP Astroglia DAKO

(gliales fibrillares saures Protein, glial fibrillary
acidic protein)

04 Oligodendroglia

ILB-4 Mikroglia Sigma

(Lectin von Bandeiraea Simplicifolia BS-I
Isolectin B4, markiert mit FITC)

Factor VIII Endothel DAKO
(von-Willebrand-Faktor)

OX26 GKEZ Dianova

(Transferrin-Rezeptor)

Z0-1 Chemicon

(zonula-occludens-Protein)

MnSOD Asayama und Burr,
1985
Maus-Immunglobulin Dianova

(markiert mit Cy2, Cy3, DTAF)

Kaninchen-Immunglobulin Dianova

(markiert mit Cy3)

Ratten-Immunglobulin Chemicon

(markiert mit Rhodamin)

(Cy2 = Carbocyanin; Cy3 = Indocarbocyanin; DTAF = Dichlorotriazinyl-Fluorescein; FITC = Fluorescein-
Isothiocyanat)

2.5.2 Farbeprotokoll
Nach dreimaligem Spulen (PBS ohne Ca*, Mg*, Glukose) wurden die Zellen mit
4% Paraformaldehyd fixiert (15 min), erneut gewaschen, mit 10% Ziegenserum
inkubiert (10 min) und in 0,5% Triton-X 100 lysiert. AnschlieRend wurden die Proben

mit dem priméaren Antikdrper sowie nach nochmaligem Waschen mit dem sekundaren
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Antikorper inkubiert (je 1 h, 37 °C). Nach Waschen und Trocknen wurden die Proben in
Immu-Mount (Shandon) auf Objekttragern fixiert. Als Kontrolle dienten Proben ohne

primaren Antikorper.

2.5.3 Fluoreszenz- und konfokale Laser-Scan-Mikroskopie
Zur Auswertung der Immunofluoreszenz wurden ein Fluoreszenz-Mikroskop (BH2-
RFCA; Olympus) und ein konfokales Laser-Scan-Mikroskop (LSM 410 invert; Zeiss-
Jena GmbH, Germany) eingesetzt. Angeregt wurde mit einem Argon-Krypton-Laser
(Emission 488 nm; Cy2) bzw. mit einem Helium-Neon-Laser (Emission 543 nm; Cy3).
Detektiert wurde mit Bandpald 515-565 nm (Cy2) bzw. Langpal3 570 nm (Cy3).
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2.6 Permeationsmessung

Die Bestimmung der Permeabilitat von GKEZ-Monolayern, die bis zur Messung
mit AZ kokultiviert worden waren (Kokultur-Modell 1), erfolgte durch Zugabe von 2 mi
50 uM Na-Fluoreszein (Molecular Probes) auf die Oberseite des Filters. Nach 10 min
Inkubation wurde die Fluoreszein-Konzentration sowohl ober- als auch unterhalb des
Filters fluorimetrisch gemessen (Exzitation 488 nm; Emission 512 nm; Perkin Elmer).
Der Fluoreszein-Permeationskoeffizient wurde gemall Dehouck et al. (1995)
berechnet. Alle Daten wurden auf den Permeationskoeffizienten der Kontrolle vor
Beginn der Hypoxie/Reoxygenierung (=100%) bezogen. Die Messungen wurden von D.

Utepbergenov durchgefihrt.

2.7 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert+Standardabweichung (MW+SD)
angegeben. Da a priori nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte,
wurde der Signifikanzgrad mit Hilfe des Mann-Whithey Rangsummentests (bei
Vergleich zweier Gruppen) bzw. des Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks (bei
Vergleich mehrerer Gruppen) ermittelt. An den Kruskal-Wallis One Way ANOVA on
Ranks (der eine Aussage dartber trifft, ob sich mehrere Gruppen tberhaupt signifikant
voneinander unterscheiden) wurde ein Student-Newman-Keuls Test angeschlossen,
um Aussagen uUber das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen einzelnen
Gruppen zu erhalten. Im Falle der Experimente zur Untersuchung des antioxidativen
Potentials wahrend Hypoxie/Reoxygenierung wurden séamtliche Werte in Prozent der
normoxischen Kontrolle (=100%) ausgedriickt. Regressionsanalysen (curve fitting)
wurden mit dem Programm Sigma Plot, Scientific Graph System, Version 1.02 (Jandel

Scientific) durchgefinhrt.
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